





Uberernihrung und Blutzuckergehalt. 


Von 
Carl Schwarz und Josef Smutny. 
(Aus dem physiologischen Institut der Tier&érztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1928.) 


Durch die Untersuchungen von Schwarz und Hamp' wurde der 
Nachweis erbracht, daB durch ausreichende Fiitterung und durch eine 
zu entsprechender Zeit nach der Futteraufnahme getatigten Blut- 
entnahme durch Wochen hindurch fast schwankungslose Blutzucker- 
werte zu erzielen sind. Bei diesen Versuchen war gleichzeitig die Tat- 
sache aufgefallen, daB trotz der gleichartigen Ernahrung bei den an- 
gegebenen Versuchstieren die absoluten Blutzuckerniichternwerte ganz 
erhebliche Unterschiede gegeneinander aufwiesen. Diese Schwankungs- 
breiten deckten sich im allgemeinen mit den in der neuesten Literatur 
festgelegten Grenzen, innerhalb derer beim Hunde die normalen Blut- 
zuckerniichternwerte angegeben werden. 

Wir verweisen dabei nur auf die in letzter Zeit erschienenen Unter- 
suchungen von Brunne*, welcher die normalen Blutzuckerniichternwerte 
zwischen 0,08 und 0,120°,, festgestellt hat und auf die von Jeltsch®, aus 
der die gleichen Werte zwischen 0,078 und 0,097°, zu entnehmen sind. 
In Ubereinstimmung mit den Resultaten friiherer Untersucher, von denen 
wir nur Fujii*, Barbour und Hermann‘, Bodansky*, Hirschfeld’, Bertram 
und Bornstein? und Morgulis*® anfiihren wollen, kénnen die normalen 
Blutzuckerniichternwerte bei den einzelnen Hunden Unterschiede auf- 
weisen, die bis 50°, gegeneinander differieren. Da® der allgemeine Er- 
nahrungszustand mit diesen so verschiedenen Blutzuckerwerten in Be- 
ziehung stehen diirfte, war nicht fernliegend, und diese Annahme wurde 
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auch durch die Beobachtungen an Mastrindern! gestarkt, bei denen die 
héchsten absoluten Blutzuckerwerte gegeniiber den in einem normalen 
Ermahrungszustand befindlichen Tieren festgestellt wurden. 


In vorliegender Untersuchung soll nun der Einflu8 der Uber- 
ernahrung auf den Blutzuckerniichternwert festgestellt und gleich- 
zeitig der Versuch unternommen werden, welche Héchstwerte des 
Blutzuckerniichternwertes durch eine dauernde Uberernahrung zu 
erreichen sind. 

Um diese Aufgaben zu erfiillen, wurden Hunde (Kérpergewicht 
10 bis 15 kg) zunachst auf eine Normalkost von 50 bis 60 Cal pro Kilo- 
gramm Tier, bestehend aus 50 g magerem Fleisch und der entsprechen- 
den Menge Hundekuchen gesetzt und alle 2 bis 3 Tage die Menge des 
Hundekuchens so lange erhéht, bis die Tiere die Nahrung nicht mehr 
restlos innerhalb von 2 Stunden aufnahmen. In einzelnen Fallen 
wurde ein Teil des Hundekuchens auch durch Fett ersetzt. Wahrend 
der ganzen Zeit wurde taglich vor der Fiitterung, d. i. etwa 22 bis 
23 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme, der Blutzuckergehalt 
durch eine Doppelbestimmung nach Hagedorn-Jensen festgestellt und 
gleichzeitig fortlaufend das Kérpergewicht und der Harn auf einen 
etwaigen Zuckergehalt kontrolliert. 


Zu diesen Untersuchungen standen uns drei Hunde zur Verfiigung: 

Hund Nr. 1. Schaferriide, 4% Jahr alt, Ernaéhrungszustand gut, lebhaft ; 
10 kg. 

Hund Nr. 2. Schaferriide, etwa 3 Jahre alt, Ernaéhrungszustand gut, 
lebhaft; 18 kg. 

Hund Nr.3. Dobermannhiindin, 1 Jahr alt, Ernaéhrungszustand 
schlecht, lebhaft; 13 kg. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den Tabellen I bis III 
niedergelegt : 

Uberblickt man die Versuchsergebnisse, so ist bei den Hunden Nr. 1 
und 2 die tagliche Futtermenge und damit die Energiezufuhr in 18 bzw. 
24 Tagen allmahlich um 100°, gesteigert worden, so daB Hund Nr. 1 
am Ende des Versuches etwa 100 Cal, Hund Nr. 2 etwa 80 Cal pro 
Kilogramm erhielt, die noch restlos aufgezehrt wurden. Als Ausdruck 
der Uberernahrung war das Gewicht des Hundes Nr. 1 um 15%, das 
des Hundes Nr. 2 um 23°, gestiegen. Der Blutzucker, der bei Hund 
Nr. 1 zu Beginn des Versuches mit 0,098°, ermittelt wurde, erreichte 
nach der Futterzufuhr einen Mittelwert mit 0,1185°%, war demnach 
um 22°, héher gefunden worden. Bei Hund Nr. 2 wurden ahnliche 
Blutzuckerwerte festgestellt. Einem zu Beginn der Versuchsreihe er- 
mittelten Wert von 0,094 °%, stand ein Héchstwert von 0,111 °, gegen- 
iiber. Bei Hund Nr.3 wurde die tagliche Nahrungszufuhr innerhalb 


1 Schwarz, diese Zeitschr. 194, 328, 1928. 
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Tabelle I. Hund 1. 
Blutzucker Mittelwert 
— — wahrend Ge Zucker 
Datum Futter, taglich Einzel- Mittel- einer wicht im 
bestimmung wert Futterungs- Harn 
mg-®/o mg-°/o anne kg 
16. I. 200g Hundekuchen . 91 
95 94 
98 
17. I 50g Fleisch 103 102.5 98 10 0 
102 
18. I 95 
98 9s 
100 
19. I. | 230g Hundekuchen . 107 
1 107 106 ; 
105 108 0 0 
29. I 50g Fleisch 110 
110 — | 
21. I. 260g Hundekuchen . 109 
109 109 | . 
22. | 7 at ° 
23. I 50g Fleisch 105 105 
24. 1. 300g Hundekuchen ‘ - 107.5 | 
, a alee . 10 == 11,1 
25. I 50g Fleisch 114 114 | 
1i4 
26. I. 330g Hundekuchen . 117 
112 113.6 “| 
ie . 
- “ is 114.4 0 
27. I 50g Fleisch 117 
117 
112 : 
28. I. 360g Hundekuchen . 114 15.5 | 
} 117 
29. 1. 50g Fleisch 116 as | 116 | 11,85 
118 
30. I. 390g Hundekuchen . 118 
ce 118 117 
115 118 0 
31. I 50g Fleisch 117 
£g eiscn 122 119 | 
1.11. 420g Hundekuchen . pe 119 | 
. ; . 1185 115 0 
2. IT. 50g Fleisch 118 | 
118 118 
8.11. 470g Hundekuchen+ Pee ee a 
fise i sv e 
50 g Fleisch ’ "s em 


17* 
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Tabelle IJ. Hund 2. 
Blutzucker Mittelwert 
— — wahrend Ges Zucker 
Datum Futter, taglich Einzel- Mittel- einer wicht im 
bestimmung wert Futterungs- Harn 
ae* me-°! periode he 
24. I 300 ¢ Hundekuchen . 93 
90 92.6 
95 
25. I 91 ar 44 18,1 0 
; 96 93,5 
26. I 50g Fleisch 93 95 
97 i 
27. I. | 350g Hundekuchen + 93 , +4 
50 ¢ Fleisch 95 = i * 
28. I. || 400 ¢ Hundekuchen . 100 98 | 
oo 96 P 98 
29. I 50g Fleisch 98 , 
Wg eisch 98 98 
30. | 450 ¢ Hundekuchen . 108 105.5 | 
+ - = 110 18,6 
o.o 
31. I 50g Fleisch 112 114.5 | 
117 - 
1.11. | 500g Hundekuchen . 108 108 | 
+ 108 . 
106 
2. II. 50 ¢ Fleisch 103 104 
105 
3.11. 550g Hundekuchen-+ - — 
50g Fleisch _ | . 
4.11 112 109,5 
108 109.5 | 
109 
5.11. 600g Hundekuchen . _— 
50 ¢ Fleisch —_ - 
6. 10g Fett. 110 110 
110 
H 5 —_ 
8. IT. 
9. TI. 114 : 
114 113,3 li = 208 
112 
10. I 111 ) 
111 111, 
11.11 110 
110 110 
12. Il. | Das Futter wird nicht mehr - 
13.1]. | _ restlos aufgenommen - 


110 
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Tabelle II (Fortsetzung). 
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Blutzucker Mittelwert 
—_ — wahrend Gee Zucker 
Datum Futter, taglich Einzel- Mittel- _ einer wicht im 
bestimmung wert Fitterungs- Harn 
mg+®/o mee?) a kg 
18.11. 450g Hundekuchen . 105 
50g Fleisch 108 106 106 0 
10g Fett. 105 
19. II 450 ¢ Hundekuchen . -- 
50g Fleisch — 
20, II 100 
101 99.6 
48 
21.1 Ys 98 
100 98.6 
98 
22. Il 95 
98 97 
98 
23. II. 97 
95 96 
95 96 22 80 
24.11 97 . 
95 we | 
Tabelle 17]. Hund 3. 
Blutzucker Mittelwert 
a aeiuitatan wihrend Ge Zucker 
Datum Futter, taglich Einzel- Mittel- einer wicht im 
bestimmung wert Futterungs- Harn 
periode 
mege"/o mg" o kg 
3.11. 260g Hundekuchen . 90 90 
of. 90 7 
50 ¢ Fleisch 86 
89 88 90 13 0 
89 
4.11 91 ) 
95 #2 
5.11. 860g Hundekuchen . 105 104 
+ 108 | 
. —_ 03 0 
6.11. | 50g Fleisch 101 sie : 
101 
7.01. 460g Hundekuchen . 109 109 
oe 109 | 
8. 50 ¢ Fleisch 112 110 13,5 0 
112 112 | 
112 





ee 
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Tabelle III (Fortsetzung). 








Blutzucker Mittelwert 
ee wahrend Ge- Zucker 
Datum Futter, taglich Einzel- Mittel- einer wicht im 
bestimmung wert Fitterungs- Harn 
periode 
mg), mge®/o kg 
9.11. 560g Hundekuchen . 114 
114 
+ 114 113 
10. I. 50g Fleisch .. . 112 112 
112 ss 
11.11. 660g Hundekuchen + 112 112 
12.11. ) 50g Fleisch .. . 105 06 | 109 15,1 0 
107 
13.11. 760g Hundekuchen . 109 109 
. ‘ 110 16,20 
14. II. 50g Fleisch ... 112 112 
15. II. - -— 
16.11. 860g Hundekuchen . 108 108 
+ 108 ; | 
17. I. 50 g Fleisch ee 109 109 16.80 0 
(Das Futter wird nicht 112 110 
mehr restlos aufge- 109 
nommen ) 
18.0. 610g Hundekuchen + 109 109 
19. II. 50g Fleisch .. . 109 108 108.5 0 
107 
20.01. 460g Hundekuchen . 101 5 
= 100 100,5 
21.11. 0g Fleisch .. . 100 101 0 
103 102 | 
103 
22.11. 360g Hundekuchen . 98 oR 
a 98 ™ 
23. II. 5O0¢ Fleisch ... 98 98 
98 : 98 16,80 
24. II. 98 
95 97 
98 





14 Tagen sogar um 200°, gesteigert. 150 Cal pro Kilogramm als Futter 
gereicht, wurden noch einige Tage restlos innerhalb der kiirzesten Zeit 
aufgenommen. Das Korpergewicht stieg gleichzeitig um 29°,, der 
Blutzucker von 0,090 auf 0,113°%,, er hatte also mit 25°, tiber den 
Anfangswert einen Héchstwert erzielt. Im allgemeinen stieg, wie aus 
der Tabelle ersichtlich ist, der Blutzucker allmahlich entsprechend der 
vermehrten Nahrungszufuhr, ohne da zwischendurch wesentliche 
Schwankungen zu konstatieren waren. Eine Zuckerausscheidung im 

















Uberernahrung und Blutzuckergehalt. 249 


Harn war wahrend des ganzen Versuches nicht zu beobachten, eine 
Tatsache, die nicht besonders auffiel, da auch keine wirkliche Hyper- 
glykamie aufgetreten war. Bemerkenswert ist jedenfalls, daB bei den 
drei Tieren trotz dauernder Uberernahrung ein héherer Blutzucker- 
niichternwert als 0,1185 nicht zu erreichen war, wahrend doch im An- 
schluB an eine Normalfiitterung voriibergehend viel hohere, also hyper- 
glykamische, aber nicht glykosurisch wirkende Werte! festzustellen 
waren. Es scheint demnach der in der Literatur angegebene obere 
Grenzwert fiir den normalen Blutzuckerniichternwert von 0,120°,, 
tatsichlich zu Recht zu bestehen und die angegebenen Schwankungs- 
breiten von 0,080 bis 0,120°,, nur vom Ernahrungszustand der Tiere 
abhangig zu sein. 

Ein héherer Blutzuckerniichternwert als 0,120°, war auch durch 
die gréBtmégliche Nahrungszufuhr nicht zu erreichen. Die in der 
Literatur angegebenen héheren Werte diirften demnach von Blutproben 
stammen, die zu einer Zeit entnommen wurden, in der die im Anschlub 
an die Nahrungsaufnahme auftretende Glykaimie noch nicht ab- 
geklungen war. Was nun die untere Grenze des Blutzuckerniichtern- 
wertes anbelangt, so haben wir allerdings bei den im hiesigen Institut 
ausgefiihrten Blutzuckerbestimmungen beim Hunde nach einer Nahrungs- 
zufuhr von etwa 50 Cal pro Kilogramm Tier fast niemals niedrigere 
Werte als 0,090°., feststellen kénnen, ein Befund, der darauf schlieBen 
14Bt, daB die Tiere sich immer in einem guten Ernahrungszustand 
befunden haben. DaB der Blutzuckergehalt innerhalb der angegebenen 
Grenzen den zugefiihrten Energiemengen folgt, geht auch daraus hervor, 
daB bei allmahlicher Einschrinkung der Ubernahrung auch der Blut- 
zuckergehalt allmahlich zuriickgeht, wie aus den Tabellen II und ITI 
zu entnehmen ist. So finden wir bei Hund Nr. 2 nach Verminderung 
des Futters um 28°, eine Verminderung des Blutzuckergehalts um 
12°, und bei Hund Nr.3 nach Einschrankung der Nahrungszufuhr 
um 54°, gleichfalls einen Riickgang des Blutzuckers um 12°,,. 

Fassen wir die Ergebnisse dieser Untersuchung zusammen, so ergeben 
sich folgende SchluBsatze : 

1. Die Blutzuckerniichternwerte kénnen durch eine dauernde 
Uberernahrung innerhalb geringer Grenzen erhéht werden. 

2. Die Blutzuckerhéchstwerte haben bei niichternen Tieren selbst 
nach einer 200°,igen Steigerung der normalen und ausreichenden 
Nahrungszufuhr den Wert von 0,120°,, niemals tiberschritten. 

3. Die oberste Grenze des Blutzuckerniichternwertes beim Hunde 
kann daher mit 0,120°, festgesetzt werden. Hoéhere Niichternwerte 
miissen als hyperglykamisch bezeichnet werden 


1 Schwarz und Hamp. 











Die alimentaire Glykaimie im Phlorrhizindiabetes, 
ein Beitrag zur Phlorrhizinwirkung auf die Leber. 


Von 


Carl Sehwarz und Helmuth Sassler. 
(Aus dem physiologischen Institut der Tierérztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1928.) 


Gelegentlich von Untersuchungen tiber die Ursache der auch nach 
Eiweibfiitterung voriibergehend auftretenden Glykamie wurden Blut- 
zuckerbestimmungen an durch Phlorrhizinzufuhr und Hunger glykogen- 
arm gemachten Tieren ausgefiihrt und dabei Beobachtungen gemacht, 
die fiir den Mechanismus der Phlorrhizinwirkung von einiger Bedeutung 
sein diirften. Uber diese soll nun im folgenden berichtet werden. 

DaB die Hauptursache fiir die Zuckerausscheidung im Phlorrhizin- 
diabetes in einer Beeintrachtigung der Dichtigkeit der Nierenepithelien 
fiir Traubenzucker zu suchen ist und die Glykogenverarmung als eine 
Folge dieser Ausscheidung, bedingt durch einen regulatorischen Mecha- 
nismus, der die Blutzuckerkonzentration zu erhalten strebt, anzusehen 
ist, gilt als allgemein anerkannt. Nicht eindeutig klargestellt ist die 
Wirkung des Phlorrhizins auf die Leber. 

Wahrend die von Rosenfeld nach Phlorrhizinvergiftung zuerst beob- 
achtete, mit dem Glykogenschwund parallel verlaufende Fettinfiltration 
immer wieder bestétigt wurde, herrscht hinsichtlich der Phlorrhizin- 
wirkung auf die glykogenbildende bzw. -speichernde Funktion der Leber 
keine Ubereinstimmung. Hat zwar Grube! trotz des Einspruchs von Schén- 
dorjf und Grebe* an einer Hemmung der glykogenbildenden Funktion, die 
auch von Barrenscheen*® behauptet wird, festgehalten, so spricht sich 
Junkersdor{* in seiner ersten Mitteilung gegen jede Wirkung des Phlorrhizins 
auf diese Leberfunktion aus. In einer spéteren Mitteilung glaubt Junkers- 
dor{® allerdings eine Neubildung von Glykogen als Folge einer spezifischen 
Wirkung des Phlorrhizins annehmen zu diirfen, eine Annahme, die auch 


1 Pfliigers Arch. 128, 1909; 139, 1911. 

2 Ebendaselbst 188, 1911. 

* Diese Zeitschr. 58, 277, 1914. 

' Pfliigers Arch. 181, 1910. 

> Ebendaselbst 197, 1922; 200, 1923; 204, 1924. 
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bereits friiher von A. A. Epstein und G. Baehr' vertreten wurde. Nach 
H. Chr. Geelmuyden*, der in seinem Referat iiber die Neubildung von 
Kohlehydraten im Tierkérper auch der Phlorrhizinglucosurie einen Ab- 
schnitt widmet, scheint Phlorrhizin sowohl eine Verzuckerung des Glykogens 
zu bewirken wie auch eine hemmende Wirkung auf die Glykogenbildung 
in der Leber auszuiiben, Wirkungen, die allerdings im Vergleich zur Nieren- 
wirkung nur als schwach bezeichnet werden diirfen. DaB® eine Wirkung des 
Phlorrhizins auf die Leber im hemmenden Sinne besteht, hat zweifellos 
auch Junkeredorf* in seinen letzten Mitteilungen anerkannt, wenn er die 
im Phlorrhizindiabetes auftretende Hypoglykaémie als nicht ausschlieBlich 
renal bedingt ansieht, ,,sondern daB auch der physiologische Funktions- 
zustand hierbei gegebenenfalls eine ausschlaggebende Rolle spielen kann, 
insofern bei einer Uberladung der Zellen mit Reservestoffen diese in ihrer 
glykogenfixierenden und damit auch in ihrer den Blutzuckerspiegel 
regulierenden Funktion behindert werden.** 

Durch unsere Beobachtungen glauben wir nun den einwandfreien 
Beweis einer hemmenden Wirkung des Phlorrhizins auf die glykogen- 
bildende bzw. -speichernde Wirkung der Leber zu erbringen, ohne 
daB jedoch damit entschieden werden kann, ob diese Stérung der 
Leberfunktion primar durch das Phlorrhizin oder sekundar durch die 
Fettinfiltration der Leberzellen bedingt sei. 

Zu unseren Versuchen wurden Hunde verwendet, die durch eine 
geichmaBige und ausreichende Fiitterung sie erhielten 50 bis 60 Cal 
pro Kilogramm, bestehend aus 50 g Fleisch und dem Rest aus Hunde- 
kuchen — auf einen konstanten Blutzuckerwert eingestellt waren, der 
taglich 23 Stunden nach der letzten Futteraufnahme durch eine Doppel- 
bestimmung nach Hagedorn-Jensen kontrolliert wurde. Diese Hunde 
erhielten an den besonderen Versuchstagen, an denen die im AnschluB 
an eine Nahrungsaufnahme auftretende Glykamie verfolgt werden 
sollte, entweder das kohlehydratreiche Normalfutter oder ausschlieBlich 
Fleischnahrung vom gleichen Energieinhalt. Die Blutentnahme erfolgte 
stiindlich bzw. zweistiindlich aus dem Ohre. Nachdem der Ablauf 
dieser alimentaren Glykamie festgelegt war, wurden die Tiere glykogen- 
arm gemacht, indem sie an zwei oder drei aufeinander folgenden Tagen 
taglich 1 g Phlorrhizin suspendiert in Ol subkutan injiziert erhielten 
und gleichzeitig ohne Nahrung blieben; der Hunger wurde meist 2 Tage 
ohne Phlorrhizinzufuhr fortgesetzt und dadurch wieder fast normale 
Blutzuckerwerte erreicht. An dem Phlorrhizinhunger- wie auch an 
den Hungertagen wurde der Blutzuckerwert zur gleichen Zeit wie an 
den Futtertagen festgestellt und gleichzeitig der Harn auf Zucker 
untersucht. Am dritten phlorrhizinfreien Hungertag erhielten nun 
die glykogenarm gemachten Tiere entweder das kohlehydratreiche 


1 Journ. of biol. Chem. 24, 1916. 
2 Ergebn. d. Physiol. 21, 1, 1923. 
’ Pfliigers Arch. 207, 1925; 208, 1925. 
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Normalfutter oder wieder reine Fleischnahrung, deren Wirkung auf 
den Blutzucker wieder durch fortlaufende stiindliche Blutzucker- 
Doppelbestimmungen verfolgt wurde. Die Ergebnisse dieser Versuchs- 
reihen sind in den folgenden Tabellen niedergelegt. 

Uberblickt man die Ergebnisse dieser Untersuchungen, so wird 
durch sie zunachst bestatigt, daB durch Phlorrhizin und Hunger starke 
hypoglykamische Blutzuckerwerte zu erzielen sind, die jedoch in den 
den Phlorrhizinhungertagen folgenden Hungertagen fast normale 
Niichternwerte erreichen kénnen. Verfolgt man die im AnschluB an 
eine kohlehydratreiche Nahrung auftretende voriibergehende Glykimie, 
so findet man bei den durch Phlorrhizin und Hunger glykogenarm 
gemachten Tieren nicht nur eine weit bedeutendere Steigerung der 
Blutzuckerwerte als bei Normaltieren, sondern auch einen weit pro- 
trahierteren Ablauf dieser alimentaren Glykimie, die wohl als der 
Ausdruck einer Stérung in der glykogenbildenden bzw. -speichernden 
Funktion der Leber gedeutet werden mub. Wahrend namlich bei 
Normaltieren mit einer kohlehydratreichen Nahrung eine Blutzucker- 
erhéhung von nur 23 bis 37°, tiber dem Niichternwert zu erreichen ist, 
betrigt bei phlorrhizinvergifteten Hungertieren diese Steigerung 64 bis 
121%. Hinsichtlich der Dauer dieser Glykaimie ist ferner beobachtet 
worden, da8B bei den Phlorrhizintieren das Maximum erst in der fiinften 
Stunde nach der Nahrungsaufnahme erfolgte, waihrend bei Normal- 
tieren lingstens in der zweiten Stunde der Riickgang des Blutzucker- 
wertes wieder festzustellen war. Diese Versuche weisen wohl darauf hin, 
daB die Leberfunktion durch das Phlorrhizin eine sichere Stérung er- 
litten haben muB, die die glykosurische auf die Nieren tiberdauern 
muB, da noch 48 Stunden nach der letzten Phlorrhizingabe eine viel 
bedeutendere und linger andauernde alimentaire Glykiamie als beim 
Normaltier zur Beobachtung kam. Welcher Mechanismus dieser Leber- 
funktionsstérung zugrunde liegt, wurde nicht ermittelt. Immerhin 
kénnte fiir die durch J unkersdor{ vertretene Annahme, dab diese Stérung 
der glykogenspeichernden Leberfunktion durch die infolge der Fett- 
infiltration bedingten Schadigung des physiologischen Zustandes der 
Leberzellen hervorgerufen sein kénnte, die Tatsache herangezogen 
werden, daB diese Stérung der Leberfunktion noch 48 Stunden nach 
der letzten Phlorrhizingabe und nach dem Abklingen der Nieren- 
wirkung zur Beobachtung kam. 

Vergleicht man die nach einer Fleichnahrung auftretende geringe 
Steigerung des Blutzuckerwertes bei Normal- und bei Phlorrhizin- 
hungertieren, so findet man allerdings auch hier eine gewisse Steigerung 
gegeniiber dem Normaltier, jedoch keine Anhaltspunkte, die fiir eine 
Zuckerausschwemmung aus der Leber unter dem EinfluB der Eiweib- 
zufuhr sprechen diirften. Nicht unwahrscheinlich erscheint uns daher 
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Hund I. 








Blutzucker in °/» 


Datum Stunde der Blutentnmahme aa Anmerkung 
Einzelwerte  Mittelwert 


16. L. Sh Niichternwert ..... 0,095 


14 Normalfutter. . .... 0,095 | eas 
aE | ut Kemer 2.2. | oom || Ome 
18. I. 8 Niichternwert ..... 0,091 | 9.098 

8 15’ 500g Pferdefleisch . . 0,095 | ° 

een ee oe ee ona | 0.104 (+ 9%) 

Res adic uae eee oa 0,099 

i a re a. i oa 0.096 

ee 

i oan | 0,095 

nd ia 
19. I. 8 Niichternwert .... . 0,088 | 0.087 

8 15’ 1g Phlorrhizin+ Hunger 0,086 = | 
20. 1. Pesce rer aa 6G 

8 15'1g Phiorrhizin+ Hunger 004 ij 
21.1. Hunger: +--+ - + +s: am | 0,059 
22. 1. a dacsig ele Tega. Sikpeigs oo 0,078 
2: ys a ea 87 
~ 8 15’ 500g Pfenielleisch _ 08a | 0088 

S tye eer s ewe ees as 6,103 (+ 17%) 

ee ae ey gi eeing: tig o- 0.098 

ee ee ee a 0.095 

Wire i tk 6 weele-wte yo 0.101 

ees eS 

eka og GRE naka 0,100 | 0.100 
AT | 4 Horm |... | Ooee |) 0m 
ale ee a 
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Hund I (Fortsetzung). 
Blutzucker in °/» 
Datum Stunde der Blutentnahme ™ sieges __..._-—s Anmerkung 
Einzelwerte | Mittelwert 
26. I. 8h Nachternwert 0,099) 0.099 
14 Normalfutter. 0,099 | iene 
27. I 8 Nichternwert .... 0,099 || gagg 
8 15’ 500 ¢ Pferdefleisch . 0,099 | siete 
y 0,111 | ‘ 
0111 0,111 (+ 12%) 
10 0,104 =) - 
0106 =| 210 
11 0,109 | 
O11 [jf 210 
12 6,100 ) 
0100 | 0,100 
13 0,102 | 
0.099 0,100 
14 0,104 
oiog | 0104 
28. I 8 Nichternwert eens 0,098 ) 0.096 
8 15'1 g Phlorrhizin+ Hunger 008 ij 
29. I 8 > « &£ & wo ees eve 0,059 | 0.059 
8 15'1g Phlorrhizin+ Hunger 0059 #{ ” 
30. I Hunger . 0,075 0,075 
$1. I is 0,086 } . 
0,086 | 0,086 
1. Il. — eee ee 0,090 | 199 
8 15’ 500g Pferdefleisch . . 0,094 | 0,082 
9 aa) @ aa a wo 0.121 1 oi 
121 jj %4 
10 0,124 |) ais 
0,124 | 0,138 
11 0,124 |} on os 
ass |j OF | C+D) 
12 0.115 
0115 0,115 
13 0117 ) 
0119 =f 0,118 
14 0,107 “= 
0107 0,107 
2. II. 8 Nichternwert 0,105 0.105 
14 Normalfutter 0,105 x 
3. I 8 Niachternwert 0112 |) 0.110 
14 Normalfutter OMe i” 
4.11 8 Nichternwert 0,110 
0,110 0,110 





Alimentare Glykamie im Phlorrhizindiabetes. 


Hund I]. 








Datum 


20. 1. 


21.1. 


22. I. 


Sh 
14 


8 
14 


Sao om Os 


8 


11 


12 


13 


14 


Stunde der Blutentnahme 


Nichternwert 
Normalfutter 


Niichternwert 
Normalfutter 


Nichternwert 


15’ 200g Hundekuch., 50g Pferdefl. 


Nichternwert 
5 


15’ 1g Phlorrhizin + Hunger 
a 
15’ 1g Phlorrhizin + Hunger . 
15’ 1g Phlorrhizin } Hunger 
Hunger - 
a 
15’ 200g Hundekuch., 50g Pferdeti. 


Nichternwert 
Normalfutter 


Blutzucker in ° » 


Einzelwerte Mittelwert 


0.1038 
0.103 
0,102 
0,100 
0.1038 
0,102 
0,123 
0,121 
0,128 
0.126 
0,109 
0,110 
0,117 
0,114 
0,107 
0,103 
0,105 
0.107 
0,104 
0,104 
0.084 
0.084 
0.039 
0,039 
0,054 
0,052 
0.086 
0.090 
0,105 
0,105 
0,127 
0,127 
0,123 
0,121 
0,136 
0,134 
0,145 
0,145 
0,141 
0,137 
0,097 
0,099 


0,108 


0,101 


0,102 


0,122 


0,127 


0,109 


0.115 


0.105 


0.106 


0,104 


0.084 


0.089 


0,053 


0,088 


0.105 


0,127 


0,122 


0,135 


0,145 


0,139 


0,098 


An 
merkung 


(+ 24°) 


(+ 64%) 








256 C. Sehwarz u. H. Sassler: 
Hund II (Fortsetzung). 
D Seontn des BA . Blutzucker in °/, ae 
atum Stun er Blutentnabme — iitieiapamnniil : 
Einzelwerte Mittelwert morkung 
29. I 8b Nichternwert 0,102 | 0.102 
14 Normalfutter. 010 jj’ 
80. I. a, ee er 0,102 | 0.102 
8 15’ 200g Hundekuch., 50g Pferdefi. — ee 
9 0130 ) < 29 0 
0130 | 0,180 |(+ 32%) 
10 0112 | 
0108 || 0,110 
11 0,112 | 
o110 | 0,111 
12 0,105 . 
0.105 | 9105 
13 0,106) ‘ 
0108 | 0,107 
14 - . 0,107 : 
0,110 | 0,108 
31. I ee ee 0,094 0.094 
8 15’ 1g Phlorrhizin + Hunger . 0,094 ‘ 
1. II. eRe eee ee 0,076 \ 0.077 
8 15’ 1g Phlorrhizin + Hunger . 0,078 | °° 
Oe Oe ool ain Oe so ae aes 0,060 || 
8 15' 1g Phlorrhizin + Hunger . . 0,060 | on 
3. I. 8 Hunger - 0,080 - 
ge 0078 0,079 
GUE © cae 4 6h the 6 00 6 8:5 0,084 |} oo 
8 15’ 200g Hundekuch., 50g Pferdefl. 0,084 jf °° - 
9 0,128 || OR 
0128 |; 9128 
10 0,155 |) . 
0155 || 0,155 
11 0,149 |) “ 
aise jj 144 
0155 || 0,156 . 
13 0,162 . ’ 
err 0,163 | (+ 94%) 
14 0,148 ' 
o14s |} 148 
5.1. 8 Nichternwert 0,099 | 9.999 
14 Normalfutter. 0,099 jf °° 
6. IL. 8 Niichternwert 0,105 1 0.105 
14 Normalfutter. 0,105 [| 








a anne 











—— 











Alimentare Glykamie im Phlorrhizindiabetes. 


Hund 111. 








Datum 


2. I. 


3. TI. 


4. IL. 


10. Il. 


Stunde der Blutentnahme 


8h Niachternwert 


14 


8 
14 


8 
8 


9 


10 


Normalfutter 
Niachternwert 
Normalfutter 


 . « » M sues 64 
15’ 200g Hundekuch., 50 ¢ Pferdefi. 


Niichternwert ht i a cate 
15’ 1g Phlorrhizin + Hunger 


5’ 1g Phlorrhizin + Hunger 


—_ 


15° 1 “ Phlorrhizin rt Hunger 
Hunger - . 


15’ 200¢ Hundekuch., 50g Pferdefi. 


Niachternwert 
Normalfutter 


Nichternwert 
Normalfutter 


Blutzucker in ° y 


Einzelwerte 


0.100 
0,100 
0.101 
0,100 
0,100 
0,096 
0,121 
0,121 
0115 
0,115 
0,117 
0,117 
0,115 
0,112 
0,112 
0,112 
0,112 
0,112 
0,098 
0,096 
0,984 
0.084 
0.077 
0.078 
0,062 
0.058 
0.C80 
0.078 
0,088 
0,088 
0,136 
0,136 
0,165 
0.165 
0,161 
0,163 
0,168 
0,168 
0.175 
0,175 
0,163 
0,163 
0,095 
0,095 
0,100 
0.109 


Mittelwert 


0,100 
0,100 
0,098 
0,121 
0,115 
0,117 
0,113 
0,112 
0,112 
0,097 
0,084 
0.077 
0,060 
0,079 
0,088 
0,136 
0,165 
0,162 
0,168 
0,175 
0,163 
0,095 


0.100 


An 
merkunyg 


(+ 23°. 


(+121 °, 





_ ieee 
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die Annahme, daB die geringe, bei Normaltieren nach Eiwei®fitterung 
auftretende Blutzuckersteigerung mit der dynamischen Wirkung der 
EiweiBkérper in Zusammenhang gebracht werden kénnte, falls man 
diese nach der Auffassung von Geelmuyden durch die Umwandlung 
N-freier Kohlenstoffreste in Zucker bedingt ansehen will, eine An- 
nahme, die allerdings einer weiteren Priifung noch bedarf. 

Fassen wir das Ergebnis dieser Untersuchung zusammen, so ergeben 
sich folgende SchluBsatze. 

1. Bei langerer Phlorrhizinwirkung und Hunger sind stark hypo- 
glykamische Blutzuckerwerte regelmabig festzustellen. 

2. An den im AnschluB8 an Phlorrhizintagen folgenden Hunger- 
tagen steigt der Blutzucker und kann trotz Hungerns fast normale 
Werte wieder erreichen. 

3. Die glykogenbildende bzw. -speichernde Funktion der Leber 
wird auch an den den Phlorrhizin folgenden Tagen meist noch gestért 
gefunden, als die im AnschluB an eine kohlehydratreiche Nahrung auf- 
tretende Glykaimie bei Phlorrhizintieren eine bis iiber 100°, zeigende 
Steigerung erfahren kann, die im Vergleich zu den bei Normaltieren 
bestehende Glykimie nur als eine Folge einer gestérten Leberfunktion 
gedeutet werden kann. 




















Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu6 von Narkotica 
auf die Blutzuckerkonzentration. 


Von 


K. Steinmetzer und FP. Swoboda. 
(Aus dem physiologischen Institut der Tierérztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1928.) 


Uber die Beeinflussung der Blutzuckerkonzentration durch Narko- 
tica ist bisher nur wenig bekannt. In der Literatur sind nur sparliche 
Angaben zu finden, die so widersprechend lauten, daB man zu keiner 
einheitlichen Vorstellung gelangen kann. 


So z. B. wurden iiber die Beeinflussung durch Morphin im speziellen 
nur zwei Angaben gefunden, die genau das Gegenteil behaupten. Nach 
Léwy' wird der Blutzuckerspiegel nicht beeinfluBt, dagegen nach Frank 
und Férster* erhéht. Beziiglich der Beeinflussung durch Mittel aus der 
Gruppe der Hypnotica sind die Publikationen noch spérlicher. Léwy' 
berichtet, daB Veronal keine Hyperglykamie bewirkt. Dagegen soll nach 
Ellis und Barlow* Medinal nach intraperitonealer Injektion bei Tauben 
und Katzen eine Erhéhung des Blutzuckerspiegels herbeifiihren, ebenso 
Amytal (Isoamylathylbarbiturséure) nach Weiss* und nach Berichten 
von Hines, Boyd und Leese*. Mit der Feststellung von Ellis und Barlow*, 
daB auch Isoallylpropylbarbiturséure Hyperglykamie erzeuge, ist die 
Literatur iiber Schlafmittel erschépft. Reichlicher sind die Angaben iiber 
Inhalationsandsthetica. Chloroform soll nach Garnier und Lambert *, ferner 
nach Lépine und Boulud’ eine Blutzuckersteigerung hervorrufen, dagegen 
aber nicht nach Léwy'. Vom. Ather berichten Chantraine*, Atkinson und 
Harold*®, Mc. Callouwh™ und Fujii und Takai", daB jede Athernarkose 
eine Blutzuckersteigerung hervorruft. 


1 J. Lowy, Zentralbl. f. inn. Med. 42, 713, 1921. 

2 N. Frank und J. Forster, diese Zeitschr. 159, 48, 1925. 

* N. Ellis und V. W. Barlow, Journ. Pharm. and exper. Therap. 24, 
259, 1924. 

* S. Weiss, Proc. of the soc. f. exper. biol. a. med. 28, 363, 1926. 

5 Hines, Boyd und Leese, Amer. journ. of physiol. 76, 293, 1926. 

® L. Garnier und M. Lambert, Journ. de physiol. 2. 

7 Lépine und Boulud, Arch. intern. de pharmacodyn. 15, 359. 

® H. Chantraine, Zentralbl. f. inn. Med. 41, 521, 1920. 

* Atkinson und Harold, Journ. of biol. Chem. 52, 1922. 

1” Me Callough, Proc. of the soc. f. exper. biol. a. med. 22, 1925. 

" J. Fujii und K. Takai, Journ. of biophysics 1, 8, 1924. 
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Methodik. 


Es ist allgemein bekannt, daB der Blutzuckerspiegel groBe Tages- 
schwankungen zeigt, die hauptséchlich von der Ernéhrung, in geringerem 
MaBe von der Temperatur und anderen Umsténden abhangig sind. Aber 
selbst wenn die Blutzuckerwerte taglich zur gleichen Zeit im niichternen 
Zustande bestimmt und diese Niichternwerte graphisch dargestellt werden, 
ergeben sich noch starke Schwankungen. Erst durch die Untersuchungen 
von Schwarz und Hamp! wissen wir, daB die Blutzuckerniichternwerte 
fast konstant werden, wenn den Versuchstieren taéglich die Kalorienmenge, 
die ihrem Nahrungsbedarf entspricht, gereicht wird. Es wurden daher die 
Versuchshunde auf eine konstante Fiitterung, Hundekuchen + 50 g Fleisch, 
entsprechend 50Cal pro Kilogramm Tier, gesetzt und taglich morgens 
die Blutzuckerniichternwerte bestimmt. Die Fiitterung erfolgte taglich 
zu bestimmter Zeit nach den Versuchen. Sobald die taéglichen Blutzucker- 
niichternwerte konstant wurden, begannen die eigentlichen Versuche. 
Am Versuchstage wurde vor der Narkose der Blutzuckerniichternwert 
bestimmt, und wahrend der Narkose und auch eine Zeitlang nachher wurde 
die Bestimmung alle 4% bzw. 1 Stunde so lange wiederholt, bis die Blut- 
zuckerwerte den Niichternwert wieder erreichten. Es versteht sich, dai 
immer Doppelbestimmungen gemacht wurden, aus denen der Mittelwert 
berechnet wurde. Hand in Hand mit der Entnahme von Blut wurden 
Temperaturmessungen (Rektaltemperatur!) vorgenommen. Als Versuchs- 
tiere dienten drei Hunde. Ein vierter Hund blieb Kontrollhund, d. h. er 
wurde genau unter den gleichen Bedingungen gehalten wie die anderen 
Hunde, und es wurden von ihm in ein- bis dreitagigen Pausen die Niichtern- 
werte bestimmt, ohne da8 ihm Narkotica verabreicht wurde. Die Blut- 
entnahme erfolgte aus den GefaéBen des Ohrmuschelrandes und die Blut- 
zuckerbestimmungen nach der Mikromethode von Hagedorn-Jensen?. 


Versuche. 


Normalhund (etwa 4 Jahre alte, drahthaarige, semmelgelbe Terrierbastard- 
hiindin, 14 kg schwer). 








Datum Stunde der Blutzucker Datum Stunde der Blutzucker 
1927 Untersuchung %F, 1927 Untersuchung %, 
18. X. 9b yorm. 0,100 . ee a 9b yorm. 0,107 
19. X, - . « 0,110 _ os 7 0,110 
20. X. 7 0,102 2. X. _ ee 0,114 
22. X. i 0,109 $1. X. _ 0,107 
23. X. 9 9 0,113 1. XI. 9 . 0,111 
24. X. oe 0,112 | 2X0. Wie 0,106 
25. X. 9 9 0,111 8. XI. 9 0,105 
26. X. Bic 0,116 5. XI. S tw 0.105 


Aus der Betrachtung der Tabellen geht zunachst hervor, dab alle 
untersuchten Narkotica tatsachlich einen EinfluB auf die Blutzucker- 
regulierung ausiiben. Wir sehen, daB der Blutzuckerspiegel sowoh! 
durch Morphin als auch durch die Inhalationsanisthetica Ather und 


1 C. Schwarz und H. Hamp, diese Zeitschr. 194, 351, 1928. 
2 Hagedorn-Jensen, ebendaselbst 135, 46, 1923. 








1. Versuchshund (langhaariger, weib-schwarzer Bastardriide, 14,5 kg schwer)_ 


EinfluB von Narkotica auf die Blutzuckerkonzentration. 





Datum 
1927 


24. X. 


25. X. 
ae a 





27. 
28. 


29. 


31. 


1. XI. 
2. XI. 
3. XI. 








anal 


Stunde der Untersuchung 


9b 45’ Niichternwert 

Von 10 bis 13h wurde das Tier durch 
Atherinhalation in tiefer Narkose gehalten. 
1230’ 

13 

13 30 

14 

15 

10 

9 15 — 

Von 8» 30’ bis 9530’ wurde das Tier 
durch Atherinhalation in tiefer Narkose 
gehalten. 

Qh 

9 15’ 

9 45 

10 15 

11 15 

12 15 

13 15 

14 15 

15 15 

10 

10 

10 

Von 9615’ bis 10215’ tiefe Narkose 
durch Inhalation von Billroth-Mischung. 
9b30' 

9 45 


Blutzucker 


0,111 


0,150 
0,148 
0,139 
0,117 
0,115 
0.110 
0,112 


0,140 
0,145 
0,124 
0,111 
0,116 
0.110 
0,111 
0,115 
0,112 
0,112 
0,112 
0,116 
0,112 


0,146 
0,148 
0,150 
0,141 
0,128 
0,119 
0,115 
0,107 
0,104 
0,107 
0,106 


Temperatur 


°C 


38,3 


37,6 
37,7 
37,9 
38,0 
38,3 
38,2 


37, 


uo 


38.1 


38.3 


38,4 
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2. Versuchshund (kurzhaariger, schwarzer Bastardriide, 
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schwer). 


1, Jahr alt, 8 kg 





Datum 
1927 


to 
™ 
a“ 


_ tier 


28. X. 
29. X. 
31. X. 


1. XI. 
2. XI. 


8. XI. 
9. XI. 
10. XI. 





Stunde der Untersuchung 


10h Niichternwert sitet lh Aad 
Von 1030’ bis 11530’ tiefe Narkose durch 
Atherinhalation 
11h 
11b15’ 
11 30 
12 
12 30 
13 
14 
15 
9 
9 
Von 8b bis 8545’ tiefe Narkose durch 
Inhalation von Billroth-Mischung. 
8h15’ 
8 30 
8 45 
9 
9 30 
10 
11 
12 
13 
9 
9 
10615’ Chloralhydrat 0,6 pro kg in 
10proz. Lésung rektal. Es tritt gute 
Narkose nach */, Stunde ein, die bis 11545’ 
anhalt. 
10b45’ 
11 
11 15 
11 30 
12 
13 
14 
9 
9 
845’ 


Blutzucker 
0 


0,111 


0,173 
0,187 
0,185 
0,133 
0,124 
0,123 
0,110 
0,104 
0,106 
0.113 
0,112 


0,169 
0,172 
0,165 
0,146 
0,146 
0,136 
0,120 
0,117 
0,113 
0,110 
0,109 
0,110 


0,131 
0,131 
0,126 
0,125 
0,118 
0,114 
0,110 
0,108 
0,107 
0,111 


Temperatur 
0 Cc 


38,5 


37,3 


37.4 
37.8 


37,9 
38.4 
38.4 
37,5 
37,6 
37,8 
37.9 


38,3 


38,0 


37,9 
38,2 


38 











2. Versuchshund (Fortsetzung). 


EinfluB von Narkotica auf die Blutzuckerkonzentration. 





Datum 
1927 


10. XI. 


11. XI. 
14. XI. 
15. XI. 
16. XI. 





17. XI. 
18. XI. 
1928 








Stunde der Untersuchung 


9h Morphium hydrochloric. 5 mg pro kg 
subkutan. Nach ' Stunde tritt Be- 
taubung ein, die bis 12> anhalt. 


Yh45’ 
10 
10 30 
il 
11 30 


Ca 5 AS ee ST EY x 
9h Hedonal 0,3 pro kg in Bolusform 
per os. Die Narkose halt bis 2630’ an. 
1130’ 

12 

12 30 

13 

i4 

15 
16 
9 
9 


9 : Si a 
930’ Chloralhydrat in nicht schlaf- 
machender Gabe 0,25 pro kg. 


10h 
11 
12 
14 
15 


16 


Blutzucker 


0,160 
0,169 
0,161 
0,152 
0.139 
0,125 
0,117 
0,110 
0,110 
0,092 
0,109 
0,111 
0,112 


0,127 
0,142 
0,135 
0,126 
0,120 
0,117 
0.110 
0,107 
0,110 


0,112 


0,119 
0,120 
0,122 
0,128 
0,116 
0,109 


37, 
37, 


Temperatur 


°C 


37,5 


37 
36.9 
36.8 


36,9 


38,1 


38 


eer 
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3. Versuchshund (zottelhaariger, dunkelbrauner 


K. Steinmetzer u. F. Swoboda: 


Bastardriide 


Abzeichen, 1 Jahr alt, 12 kg schwer). 


mit weiBen 





Datum 
1927 


3. XI. 


4. Xl 


mm or 


9. XI. 
10. XI. 
11. XI. 
14. XI. 


Stunde der Untersuchung 


Qh 
11 es a ee ae ; 
11515’ Chloralhydrat 0,6 pro kg in 
10°, ig. Lésung rektal. Narkose beginnt 
nach '/, Stunde und halt bis 145 an. 
11645 

12 

12 39 

13 

14 

15 

16 

it) 

9 

9430’ Morphin. hydrochloric. 5mg_ pro 
kg subkutan. Narkose tritt etwa um 

1030’ ein und halt bis 14» an. 

11615’ 

11 30 

11 45 

12 15 

13 

14 

15 

16 

17 

y 

y 

9 

10 PO ie ee ee 
1045’ Hedonal 0,37 pro kg in Bolusform 
per os. Nach 4, Stunde tritt Nar- 
kose ein, die bis zum Abend anhalt. 


12h 
1230’ 
13 

14 

15 

16 

17 


Blutzucker 


0 


0.107 
0.105 


0,122 
0,118 
O.118 
0,117 
0,114 
0,113 
0,110 
0.107 
0,106 
0.108 


0,137 
0,152 
0,151 
0,151 
0,146 
0,141 
0,121 
0,114 
0.109 
0,099 
0,111 
0.101 
0,107 


0,123 
0,141 
0,147 
0,137 
0,132 
6,131 
0,123 


Temperatur 
°c 
38,2 

38 


37 
37,4 
37,8 


37.9 


oo 
~ 


38.1 


37.9 


36.8 
36,7 
36,7 


36,9 
36,9 


(oan eee 


























EinfluB von Narkotica auf die Blutzuckerkonzentration. 


3. Versuchshund (Fortsetzung). 
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— Stunde Gs: Untossedbons Blutzucker lemperatur 
27 Cc 
15. XI. Qh 0,108 37,7 
16. XI. 9 0,107 
1928 
| ae e 9 See ee ae ee her 0,112 38,4 
9640’ Hedonal in nicht schlafmachen- 
der Gabe 0,1 pro kg in Bolusform 
innerlich 
10h O115 38 
11 0,119 
12 0,122 37.4 
14 0,119 37.9 
15 0,110 


Chloroform und die Schlafmittel Chloralhydrat und Hedonal voriiber- 
gehend gehoben wird. In der Regel stiegen die Blutzuckerwerte nach 
Verabreichung des Narkoticums rascher zu den héchsten Werten an. 
als sie wieder zur Norm sanken. Die Hyperglykamie hielt im Durch- 
schnitt 6 Stunden an; die kiirzeste Dauer betrug 4 Stunden, die langste 
9 Stunden. Dabei wurde der Blutzuckerspiegel im allgemeinen um ein 
Drittel bis um die Halfte der normalen Werte gehoben. Auffallend 
niedrige Werte wurden nach Chloralhydrat beobachtet. 

Eine Zusammenstellung soll die Ubersicht iiber die Ergebnisse 
erleichtern: 





Steigerung des Dauer der 
Blutzucker- Hyper: 
spiegels glykamie 
Jo Stunden 
Ather 3stiind., 1stiind., 1 stiind. Inhalation . 35, 29, 68 6, 4, 4 
Billrothmischung 1 stiind., *),stiind. Inhalation 35, 53 4,5), 
Chloralhydrat 0,6, 0,6, 0,25 pro kg . 18, 16, 14 3',4, 6, 4 
Morphin 5 mg, 5 mg pro kg . ae oie, tall sil toe 52, 40 5*/,, 9 
Hedonal 0,37, 0,3 0,12 prokg .......... 37, 26, 9 7, 9, 5 


In allen Versuchen iiberdauerte die Hyperglykamie die Narkose- 
dauer. Dies wird uns verstandlicher durch die Betrachtung der letzten 
Versuche mit den Versuchshunden Nr. 2 und Nr. 3, welche zeigen, dab 
Chloralhydrat und Hedonal auch in nicht schlafmachenden Gaben 
schon lange anhaltende Hyperglykamien bewirken. 

Es ist bekannt, da es gelingt, die vegetativen Zentren des Gehirn- 


stammes durch Schlafmittel besonders aus der Gruppe der Hirnstamm- 
mittel (E. Pick"), wie Chloreton, Urethan, Hedonal, Veronal, Lumina! usw., 


1 E. Pick, Wiener klin. Wochenschr. Jahrg. 40, H. 23, Sonderbeilage. 
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zu beeinflussen. So kann man die tibererregten motorischen Zentren des 
Hirnstammes bei der Chorea des Kindes oder Paralysis agitans, auch ein 
iibererregtes Brechzentrum durch Mittel dieser Gruppe beruhigen.  All- 
gemein bekannt ist ferner die Tatsache, die auch in vorliegender Arbeit 
bestaétigt wird, daB das warmeregulierende Zentrum des Hirnstammes 
durch die Narkotica gelAhmt wird, so daB in der Narkose ein Sinken der 
Temperatur um 1 bis 2°C zu beobachten ist. Aus diesen Erwagungen 
heraus bestand von allem Anfang an die Erwartung, und die Versuche 
bestaétigen dies, daB auch das in der Nahe gelegene Zuckerzentrum sicherlich 
nicht ohne Beeinflussung durch die Narkotica bleiben wiirde. 


Frank und Forster’ haben durch Versuche an Kaninchen gefunden, 
da8B in der Morphinnarkose mit dem Steigen des Blutzuckers eine Ver- 
armung der Leber an Glykogen einhergeht. Andererseits ist festgestel!t 
worden (J. Fujii und Takai *), daB der Gehalt der Nebennieren an Adrenalin 
wahrend der Athernarkose stark herabgesetzt wird und da®B diese Er- 
schépfung der Nebennieren durch beiderseitige Splanchnicusdurchschneidung 
verhindert werden kann (J. Fujii*), und da®B dann der Blutzucker in der 
Athernarkose nur mehr unbedeutend steigt. Ist diese geringfiigige Blut- 
zuckersteigerung nach _ beiderseitiger Splanchnicusdurchschneidung als 
Folge der Unterkiihlung aufzufassen, indem der Kérper durch chemische 
Warmeregulierung, durch vermehrtes Auswerfen von Zucker ins Blut 
und durch vermehrte Verbrennungsprozesse den Wdrmeverlust auszugleichen 
sucht, muB die auffallende Steigerung des Blutzuckerspiegels durch Nar- 
kotica bei erhaltenen Nervi splanchnici nach dem Gesagten als eine selektive 
Wirkung dieser Mittel auf das Zuckerzentrum angesehen werden, die zwei 
Vorstellungsméglichkeiten erlaubt. Zundchst kénnte man an eine erregende 
Wirkung der Narkotica auf das Blutzuckerzentrum denken. Man kénnte 
sich vorstellen, daB unter dem EinfluB der Narkotica die Reizschwelle 
des Zuckerzentrums so stark herabgesetzt wird, daB bereits auf normale 
Reize das Zuckerzentrum in verstérktem MaBe durch Abgabe von Impulsen 
an die Peripherie im Sinne einer Hyperglykamie antwortet. Denkt man 
aber an die hemmende Wirkung, die das GroBhirn auf reflektorische Vor- 
gainge im allgemeinen ausiibt, und weist man auf den Bewegungsdrang 
nach AlkoholgenuB hin, der mit einer Enthemmung der motorischen Zentren 
des Gehirnstammes von seiten héher gelegener Gehirnteile erklart wird, 
oder denken wir an die Diurese, wie sie im Beginn des Paraldehydschlafes 
beobachtet wurde und welche ebenfalls aly eine Enthemmung des im Hirn- 
stamm gelegenen Diuresezentrums vom hemmenden GroBhirn aufgefabt 
wird, so draéngt sich die wahrscheinlichere Vorstellung auf, daB es sich 
auch in unseren Versuchen, den Blutzuckersteigerungen nach Verabreichung 
von Narkotica, um eine Enthemmungserscheinung von seiten héher ge- 
legener Gehirnteile handelt. Die experimentelle Bestaétigung dieser An- 
nahme finden wir erbracht in den Versuchen von de la Paz‘, der in der 
Voraussetzung, daB von seiten des GroBhirns ein konstant wirkender, 
hemmender Einflu8 auf die an der Hirnbasis gelegenen Zentren ausgeiibt 
wird, das GroBhirn exstirpierte. Wiirde normalerweise ein hemmender Ein- 
fluB auf das Zuckerzentrum vorhanden sein, so steht nach Vornahme dieses 


1 N. Frank und J. Férster, diese Zeitschr. 159, 48, 1925. 

2 J. Fujii und K. Takai, Journ. of biophysics 1, 8, 1924. 

' J. Fujii, Tohoku journ. of exper. med. 5, 566, 1925; 2, 169, 1921. 
* D. dela Paz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 109, 318, 1925. 
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EinfluB von Narkotica auf die Blutzuckerkonzentration. 


Eingriffes zu erwarten, daB der Blutzuckerspiegel steigt. Tatsdachlich 
fand dela Paz bei normalen Kaninchen 0,107°, Blutzucker (Versuch 5) 
und 0,102 °, (Versuch 24); indes 24 Stunden oder sp&ter nach der Dezere- 
brierung wesentlich héhere Werte, und zwar 0,160 °, im Versuch 7, 0,164 °% 
im Versuch 9, 0,170°,, im Versuch 10 und 0,142°, im Versuch 11 erhalten 


wurden. 
SchluBsitze. 

1. Alle untersuchten Narkotica (Ather. Billrothmischung, Morphin, 
Chloralhydrat und Hedonal) bewirkten eine Hyperglykamie, die im 
Durchschnitt 6 Stunden anhielt und immer linger wihrte als die 
Narkosedauer. 


~- 


bis um die Halfte (30 bis 50°.) der normalen Blutzuckerwerte gehoben 


2. Der Blutzuckerspiegel wurde im Durchschnitt um ein Drittel 


gefunden. 
3. Auch kleine, noch nicht schlafmachende Gaben von Chloral- 
hydrat und Hedonal bewirkten eine lange anhaltende Hyperglykamie. 
4. Die durch die Narkotica erzeugte Hyperglykaimie wird als 
eine Enthemmungserscheinung auf das im Hirnstamm gelegene Zucker- 


zentrum aufgefabt. 
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I. Einleitung. 


Von den chemischen Stoffen, die im enteiweibten Blute quantitatiy 
bestimmt werden kiénnen, kennt man wohl eine betrachtliche Anzahl: 
den Traubenzucker und den Harnstoff als die beiden ausschlaggebensten 
Substanzen, dann folgt die Milchsdéure, das Kreatin und Kreatinin und 
schlieBlich die Summe der Aminosduren. Die Mengen dieser einzelnen 
Verbindungen sind bekanntlich unter physiologischen Verhiltnissen, 
d. h. im normalen Blute im wesentlichen konstant, wobei die geringen 
Schwankungen um einen bestimmten Mittelwert fiir die jetzt weiter 
zu entwickelnden Betrachtungen véllig belanglos sind. Es soll namlich 
gezeigt werden, dab die bis jetzt bekannten Substanzen, soweit ihre 
Quantitaten bestimmt wurden, absolut nicht ausreichen, um die Ge- 
samtheit der im enteiweiBten Blute vorkommenden Stoffe zu decken. 
Davon kann man sich iiberzeugen, wenn man die Summe der in den 
einzelnen Substanzen enthaltenen Kohlenstoffmengen mit dem Gesamt- 
kohlenstoffgehalt des enteiweiBten Blutes vergleicht. Wahrend die 
Summe des Kohlenstoffs der bis jetzt im enteiweibten Blute oder 
im sogenannten Restblute quantitativ bestimmten Substanzen un- 
gefahr 76 bis 80mg C in 100 ccm Blut ergibt, findet man bei den 


Kohlenstoffbestimmungen des Restblutes selbst — also bei Be- 
stimmung des Restkohlenstoffs — Zahlen, die weit’ mehr als doppelt 


so groB sind, 170 bis 190mg in 100ccm Blut, d.h.: mehr als die 
Halfte des im Restblute vorhandenen Kohlenstoffs erscheint sonach 
unaufgeklart. 


Aber nicht nur beim Restkohlenstoff, sondern auch beim Rest- 
stickstoff des Blutes finden wir keine Ubereinstimmung mit der 
Stickstoffsumme der bekannten stickstoffhaltigen Substanzen. Auch 
da zeigt sich eine wesentliche Differenz, da in meinen Pferdeblutanalysen 
die Summe aus Harnstoff-N, Amino-N und Kreatin-Kreatinin-N 
ungefahr 20 bis*25 mg in 100 ccm Blut ergibt, wahrend der gesamte 
Reststickstoff 40 bis 45 mg in 100 cem Blut betriagt, oder anders gesagt: 
diese im Restblute vorhandenen Substanzen unbekannter Art enthalten 
ungefahr die Hilfte des Reststickstoffs. 


Es miiBte sich demnach, wenn die Angaben iiber die Mengen des 
Restkohlenstoffs und Reststickstoffs zu Recht bestehen, um einen groBen, 
unbekannten Rest handeln, an welchem auch stickstoffhaltige organische 
Substanzen beteiligt waren. Was die Bestimmung des Reststickstoffs, 
des Zuckers, der Milchsiure, des Harnstoffs, des Kreatins, des Kreatinins 
und der Aminosauren betrifft, ist nur so viel dariiber zu sagen, da fiir 
alle diese Bestimmungen ausgezeichnete Methoden zur Verfiigung 
stehen, die ungezahlite Male ausgeprobt sind und dementsprechend eine 
umfangreiche Literatur fiir jede dieser Substanzen gut iibereinstimmende 
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Werte finden laBt. Etwas anders jedoch verhalt es sich mit den Zahlen, 
betreffend den Restkohlenstoff, dessen Bestimmung nur selten aus- 
ausgefiihrt worden ist und dabei zu widersprechenden Ergebnissen 
gefiihrt hat. Deshalb halte ich es doch zuerst fiir notwendig, die in der 
Literatur vorhandenen, den Restkohlenstoff betreffenden Resultate 
einer kritischen Betrachtung zu unterziehen und anschlieBend die sich 
jeweils daraus ergebenden Gesichtspunkte zu erértern. 


Il. Literatur. 


Fiir die Bestimmung des Restkohlenstoffs hat in letzter Zeit W. Stepp! 
eine sehr exakte Methodik ausgearbeitet, die ich fiir meine Untersuchungen 
mit einigen technischen Abaénderungen tibernahm. W. Stepp findet in einer 
groBen Anzahl von Kohlenstoffanalysen an menschlichem Blute einen 
Durchschnittswert von 180 mg Rest-C in 100 cem Blut. Vor ihm hat schon 
im Jahre 1910 St. Mancini® auf den Vorschlag Franz Hojmeisters Be- 
stimmungen am Blute von Hunden, Pferden, Rindern und Kaninchen 
ausgefiihrt, wobei er zu bedeutend niedrigeren Werten gelangt ist, némlich 
zu 70 bis 80 mg Rest-C in 100 ccm Blut. Es soll jedoch, um MiSverstand- 
nissen vorzubeugen, gleich hier bemerkt sein, daB beide mit demselben 
EnteiweiBungsmittel, und zwar mit Phosphorwolframséure, gearbeitet 
haben, und daB auch Stepp die von Mancini empfohlene Vorschrift fiir die 
EnteiweiBung kaum fiir seine Untersuchungen abaénderte. Wenn man 
auch zwischen den einzelnen Werten Stepps und Mancinis, die einerseits 
am Menschen, andererseits am Tiere gefunden worden sind, augenblicklich 
keinen eigentlichen Vergleich zu ziehen berechtigt ist, so kann man doch 
nicht umhin, einen so auffallenden Unterschied im Gehalt des Restkohlen- 
stoffs zwischen Menschenblut und Tierblut anzuzweifeln, da doch die 
einzelnen Substanzen, d.i. Zucker, Harnstoff usf., bei Mensch und Tier in 
ihren Mengen nicht wesentlich differieren. Im vollstaéndigen Gegensatz 
zu den Steppschen Resultaten steht jedoch eine spatere Arbeit Mancinis*, 
in der er fiir das normale Menschenblut ganz ahnlich wie beim Tiere einen 
aus sechs Analysen gewonnenen Durchschnittswert von 76,5 mg Rest- 
kohlenstoff fiir 100 cem Blut erhalt. Aus dieser Zahl ergibt sich ungezwungen 
folgende Uberlegung: sind Mancinis Analysen mit einem Restkohlenstoff- 
geha!t von 76,5 mg in 100 ccm Blut richtig, so ware damit die ganze Frage- 
stellung fiir meine Untersuchungen beendet, da doch die bekannten Sub- 
stanzen annéhernd ebenfalls so viel Kohlenstoff enthalten oder, anders 
ausgedriickt: es wiirden danach bereits alle kohlenstoffhaltigen Substanzen 
im Blute bekannt sein. DaBi dem nicht so zu sein scheint, geht vorerst 
aus einer Arbeit von Livorio Gomez‘ hervor, der den C-N-Quotienten im 


1 Eine zusammenfassende Darstellung der Arbeiten tiber den Rest- 
kohlenstoff gibt W. Stepp, Sonderdruck der Ergebnisse der Physiologie, 
Asher und Spiro 19, 1921. 

2 St. Mancini, diese Zeitschr. 26, 149, 1910. 

3 Derselbe, ebendaselbst 32, 164, 1911. 

* Livorio Gomez, ebendaselbst 167, 424, 1926. Die EnteiweiBung 
erfolgte hier nach Folin-Wu mit Na-Wolframat und Schwefelsdéure, die 
C-Bestimmung nach Tangl und Kereszky. 
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Blute von Hunden bestimmte; zwar findet auch er, allerdings nach anderer 
Methodik, niedrigere Werte als Stepp (Mittel 128 mg, als Héchstwert 149 mg 
in 100cem Blut), wonach aber noch immer ein betrachtlicher Anteil un- 
bekannten Restkohlenstoffs verbleibt. Stepp vermutete als Ursache des 
von ihm abweichenden Ergebnisses aus den vielen untereinander nahezu 
vollstandig tibereinstimmenden Analysen Mancinis einen Berechnungs- 
fehler bei der Umrechnung der Werte des enteiweiBten Blutes auf die 
Werte des nativen Blutes, und zwar in der Art, daB die im volumindésen 
Phosphorwolframséureniederschlag verbleibenden Fliissigkeitsmengen keine 
Beriicksichtigung gefunden hatten. In d&hnlicher Weise wird auch die 
Bewertung der Resultate in einer Arbeit von S. Maass erschwert, die sich 
allerdings auf den Restkohlenstoff des Blutes von Geisteskranken bezieht'. 
Aus diesen Widerspriichen ergab sich die Notwendigkeit einer genauen 
Nachpriifung der Steppschen Methodik, iiber die ich noch ausfiihrlich 
berichten werde. Es soll an dieser Stelle nur kurz vorweggenommen werden, 
da8 meine am Pferdeblut gefundenen Restkohlenstoffwerte véllig mit den 
Resultaten W. Stepps iibereinstimmen, woraus tatséchlich hervorgeht, dab 
mehr als die Halfte des Restkohlenstoffs des Blutes, gleichgiiltig ob vom 
Menschen oder Pferde stammend, unbekannten Substanzen zufallt. 


W. Stepp selbst macht schon auf den betrachtlichen unbekannten 
Kohlenstoffrest aufmerksam und gibt dabei folgende Berechnung fiir 
100 cem Blut: 


100 mg Zucker Rees 4 ew ern ss es SS es 
28 =~«,, Harnstoff - Ce eer Tt S| ee 
10 ~=,, ~Milchséure - oa ews ere ee Te ee, * 
6,5 ,, Kreatin - . ae, * = we. U 
8 » Amino-N (fiir Aminoséuren berechnet) 25 ,, ¢ 


zusammen: 76,6mg © 


da Stepp fiir den Restkohlenstoff Werte von 180 mg in 100 cem Blut findet, 
bleiben mehr als 100 mg Kohlenstoff unbekannt. Fiir den unbekannten 
Rest zieht W. Stepp vorwiegend drei Substanzen in Erwagung: 


1. die Ameisenséure, 
2. die Glucuronsaure, 
3. die Oxyproteinséuren. 


Die Ameisensdure ist nur in geringen Mengen im Blute vorhanden. 
Die von W. Stepp* angestellten Analysen ergaben nur Werte in der Hohe 
von 3 bis 5 mg in 100 ccm Blut, so daB der Kohlenstoff der Ameisenséure 
bei einem C-Gehalt von 38,3°, schon gar nicht ins Gewicht fallt. 


Uber die Mengen der Glucuronsduren, von denen Stepp annimmt, 
daB sie einen betrachtlichen Teil des Restkohlenstoffs fiir sich in Anspruch 
nehmen kénnten, haben wir vorlaufig keine eigenen Erfahrungen. Es 
kann sich wohl ergeben, daB dort, wo die Glucuronséure mit einem kohlen- 
stoffreichen Paarling, z.B. mit einem Phenol, gekuppelt ist, ausschlag- 
gebende Mengen Kohlenstoffs vorzufinden sind. Man soll aber nicht ver- 


1 S. Maass, Zeitschr. f. d. ges. Neurologie u. Psychiatrie 8, 153, 1912. 
2 W. Stepp und H. Zumbusch, Deutsch. Arch. f. d. klin. Med. 1920. 
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gessen, daB die Glucuronséure, welche leicht in den Harn ausgeschieden 
wird, im normalen Harn nur spurenweise anzutreffen ist, daB es sich daher 
héchstwahrscheinlich dort, wo gréBere Mengen Glucuronséure im Blute 
auftreten sollten, nicht mehr um ganz normales Blut handeln diirfte und 
daB schlieBlich in allen diesen Fallen der gesamte Restkohlenstoff einen 
héheren Wert liefern wiirde. Es wird aber im weiteren Verlauf dieser 
Arbeit zusammenfassend erértert werden, da8 fiir die Glucuronsaéure kein 
ausschlaggebender Rest iibrigbleiben kann. 

Als dritte Substanz, die am Restkohlenstoff einen wesentlichen Anteil 
haben kénnte, kommt die Gruppe der Oxyproteinsduren in Betracht. Diese 
ist es, welcher ein groBer Teil der Arbeit gewidmet ist und deren Mengen 
im Blute ermittelt worden sind. 


Ill. Die Kohlenstoffbestimmung im enteiwei8ten Blute. 


Auf Grund der verschiedenen Literaturangaben iiber die Gribe des 
Restkohlenstoffs erschien es notwendig, eigene Untersuchungen an- 
zustellen, wesentlich auch aus dem Grunde, da alle meine Analysen 
am Pferdeblute ausgefiihrt worden sind, wahrend sich die Zahlen der 
meisten anderen Arbeiten auf Menschenblut beziehen!. 


a) Prinzip der Kohlenstoffbestimmung. 


Das mit Phosphorwolframsiure enteiwei8te Blut wird auf fliissigem 
Wege, und zwar mit Hilfe von konzentrierter Schwefelsiure und Chrom- 
siure verascht. Gleichzeitig wird durch die Apparatur ein von Kohlen- 
siure, Ammoniak und Wasser befreiter Luftstrom geleitet und nimmt 
aus dem Veraschungskolben die beim Verbrennen entstehende Kohlen- 
siure mit sich; diese wird in gewogenen Natronkalkapparaten auf- 
gefangen, gewogen und daraus der Kohlenstoff berechnet?. 


1 Es wurde bei den hier ausgefiihrten Analysen am Pferdeblut die 
Steppsche Methodik eingehalten, abgesehen von einigen technischen Ver- 
besserungen, die ich an der Apparatur vornahm. 

2 Die Chromschwefelséureveraschung stammt urspriinglich von Ledebur 
und wird noch heute, von Corleis modifiziert, zur Bestimmung des Kohlen- 
stoffs in Eisen und Stahl verwendet. (Siehe Treadwell, Lehrb. d. analyt. 
Chem. 2, 10. Aufl., 342, 1922.) Messinger und nach ihm F. Tangl und 
G.v. Kereszky haben dieses Verfahren abgedindert und sein Anwendungs- 
bereich auf die organische Chemie erweitert (diese Zeitschr. 32, 266, 1911). 
Mit dieser Methodik hat dann St. Mancini seine hier bereits zitierten 
Arbeiten iiber den Restkohlenstoff ausgefiihrt. SchlieBlich hat W. Stepp 
nach diesem Prinzip die Bestimmung des Restkohlenstoffs auf nassem Wege 
ausgearbeitet und vervollkommnet. Es sei nur noch erwahnt, daB Freund 
und Botstiber ein Verfahren zur Kohlenstoffbestimmung auf nassem Wege 
angeben, bei welchem die bei der Chromschwefelséureverbrennung ent- 
stehende Kohlenséure in einer gestellten Natronlauge aufgefangen und 
durch Riicktitration der Kohlenstoff ermittelt wird. (Diese Zeitschr. 136, 


142, 1923.) 
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b) Die EnteiweiBung. 

Es wurde genau nach der Steppschen Vorschrift vorgegangen. 

Ausfiihrung: 50 ccm defibrinierten Pferdeblutes wurden mit einer 
Pipette entnommen, die danach mit derselben Menge Wasser zweimal 
nachgewaschen wurde. Zu dem dreifach verdiinnten Blute wurden 
3ccm konzentrierter Schwefelsiure zugesetzt, wahrend gleichzeitig 
in einem anderen Becherglase 100 ccm 10°,ige Phosphorwolframsiure! 
mit 100ccm Wasser und mit 4cem konzentrierter Schwefelsiure 
bereitet wurden. Die Lésung wurde langsam unter Umriihren zum 
verdiinnten Blute hinzugegossen, worauf augenblicklich ein hellbrauner 
voluminéser Niederschlag entstand, der sich nur langsam absetzte®. 
Nach dreistiindigem Stehen wurde ein véllig wasserklares, beim 
Schiitteln keinen Schaum bildendes Filtrat erhalten. Dieses wurde 
noch 12 bis 20 Stunden stehengelassen, wobei niemals auch nur die 
geringste Triibung zu beobachten war. 50 ccm Filtrat wurden fiir eine 
Analyse verwendet. 357 ccm Filtrat entsprachen 50 ccm Blut. 


c) Die Apparatur®*. 

Die einzelnen Bestandteile der Apparatur sollen hier nur kurz 
angefiihrt werden; sie werden alle so aufgezahit, wie sie der Reihe nach 
der Luftstrom passiert. Dabei sei gleich vermerkt, dab die Luft mit 
Hilfe einer Wasserstrahlpumpe durch die Apparatur hindurchgesaugt 
wurde. 

1. Die Reinigungsvorlage. 

Sie besteht aus einer mit konzentrierter Schwefelséure gefiillten Wasch- 
flasche (b), vor welcher ein Luftblasenzéhler (a) angebracht ist, und aus 
zwei groBen, ungefahr 35cm hohen Trockentiirmen (c), die in wechselnden 
Schichten mit Natronkalk und Chlorcalcium gefiillt sind; die Schichten 
sind immer durch eine Lage von Glaswolle voneinander getrennt. Der 
Luftstrom passiert zuerst den Luftblasenzaéhler, gibt dann in der Wasch- 
flasche Ammoniak und einen Teil des Wassers ab, erreicht darauf die hinter- 
einandergeschalteten Trockentiirme, in welchen das restliche Wasser und 
die gesamte in der Luft enthaltene Kohlenséure abgefangen wird. 


1 Die zur EnteiweiBung verwendete Phosphorwolframséure wurde 
von der Firma Kahlbaum, Berlin, bezogen. Es ist notwendig, dies zu be- 
merken, da Stepp selbst auf die Verschiedenheit der einzelnen Phosphor- 
wolframséurepréparate aufmerksam macht und die Forderung stellt, 
immer mit demselben Praéparat zu arbeiten. 

2 Nur diese Reihenfolge der Bereitung beider Fliissigkeiten ergab 
beim Vermischen eine momentan eintretende Fallung, wahrend dort, wo 
die Schwefelséure erst zum Schlu8 zugefiigt wird, erst eine braune Triibung 
entsteht, die sich nur allmahlich im Verlauf einer Stunde zu dem volumi- 
nésen Niederschlag verdichtet. 

* Die genaue Beschreibung des Steppschen Apparats findet sich bei 
W. Stepp, diese Zeitschr. 87, 135, 1918; vgl. auBerdem: Derselbe, Ergebn. d. 
Physiol. 19, 1921. 
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Abb. 1 

















2. Der Veraschungskolben!'. 


Er hat die Form eines Kjeldahlkolbens (e) mit dem Inhalt von 500 ccm. 
Der Luftstrom, der aus dem Trockenturm durch ein langes, bis knapp an 


! Dieser Teil wurde aus Jenaer Glas angefertigt. 
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den Grund des Kolbens reichendes Glasrohr (d) in die Fliissigkeit gelangt, 
nimmt die bei der Verbrennung entstehende Kohlenséure mit. Am Halse 
des Kolbens befindet sich seitlich ein eingeschmolzenes Glasrohr (/), welches 
die bei der Verbrennung entstehenden Dampfe, den Luftstrom und die 
Kohlenséure weiterleitet. Zur Fiillung des Kolbens dient ein in das obere 
Ende eingeschliffener Glashahntrichter (g), der mit seinem Trichterrohr 
den Boden des GefaiBes nahezu erreicht. Der Veraschungskolben sitzt 
auf einem Baboblech auf, unter welchem ein Bunsenbrenner als Heizung 
dient. 


3. Der Kiihler, 


der an das aus dem Kolbenhals ziehende Glasrohr mit Hilfe eines Glas- 
schliffs (hk) angeschlossen ist, steht vertikal als RiickfluBkiihler fiir die 
Schwefelséure und Wasserdémpfe; aus ihm ragt in unmittelbarer Fort- 
setzung ein Glasrohr (k) hervor, das in einen aufsteigenden und in einen 
absteigenden Schenkel umbiegt, um den Luftstrom wieder abwiarts zu 
leiten. AuBerdem dient dieses lange Rohr als weitere Kiihlung, obwoh! 
es nicht angezeigt scheint, da8 sich in ihm wahrend der Verbrennung gréBere 
Mengen Wasserdampfes kondensieren. 


4. Die Absorptionsvorlage. 


Sie steht mit dem unteren Ende des Glasrohres in Verbindung und 
besteht aus zwei hintereinandergeschalteten TrockengefiBen (1, m), die 
mit Bimsstein und konzentrierter Schwefelséure gefiillt sind; an dieser 
Stelle werden séimtliche vom Luftstrom mitgefiihrte Wasserteilchen fest- 
gehalten. Daran schlieBt ein Luftblasenzahler (n), der mit konzentrierter 
Schwefelsaure gefiillt ist, dann folgt ein mit trockenem Bimsstein gefiilltes 
U-Rohr (0), um die Méglichkeit des Ubertritts von Schwefelséure in die 
anschlieBenden AnalysengeféBe auszuschalten. 


5. Die AnalysengefaBe. 


Diese, in der Zweizahl (p), schlieBen an das U-Rohr an und sind mit 
Natronkalk gefiillt. Da aber die Kohlenséureaufnahme mit Wasserbildung 
vor sich geht, wird, um auch dieses zuriickzuhalten, der zuletzt vom Luft- 
strom passierte Teil des AuffanggeféBes mit Chlorcalcium gefiillt. Dio 
Gewichtszunahme des zweiten GeféiBes ist nach der Analyse gewéhnlich 
ganz gering, da nahezu saémtliche Kohlenséure im ersten GefiB gebunden 
wird. An das zweite Analysengefé8 ist noch ein gleichartiges, nur etwas 
gréBeres (r) angeschlossen, aber in umgekehrter Richtung geschaltet, so 
daB der Luftstrom die Chlorcalciumschicht passiert und erst dann durch 
den Natronkalk hindurch weiterléuft. Dieses letzte GeféB soll eventuelle 
Mengen von Wasser oder Kohlenséure, die riicklaufig in die Analysen- 
gefaBe eindringen kénnten, abfangen. Dahinter befindet sich ein zwischen 
zwei Schlauchen eingeschalteter Glashahn (s) zur Regulierung des Luft- 
stromes. Dieser gelangt nun durch eine vorgeschaltete Waschflasche (t), 
die nur das RiickflieBen von Wasser aus der Pumpe verhindern soll, in die 
Wasserstrahlpumpe. 


Die einzelnen Bestandteile miissen vollkommen dicht verschlieBbar 
sein und sind miteinander durch kurze, dickwandige Schlauchstiicke ver- 
bunden, jedoch in der Art, daB sich die GeféiBe Glas an Glas beriihren. 
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Der kurzen Schilderung der Steppschen Apparatur anschlieBend, 
mége auf einige von mir vorgenommene, technische Verbesserungen 
hingewiesen werden, deren Anwendung viel Zeit und Schaden erspart. 

1. Als AnalysengefaBbe wurden zwei kleine, zylindrische Tiirme mit 
zwei durch Glashahne verschlieBbaren Hilsen verwendet, wovon sich 
einer in das Innere des Turmes als ein sich nach abwarts verjiingendes 
Glasrohr fortsetzt. Dieser Teil wird mit Chlorcalcium gefiillt, der ganze 
iibrige Turm mit Natronkalk; die ungefahr 12 cm hohen GefiBe wiegen, 
wenn sie gefiillt sind, jedes 70 bis 80g. Sie bieten gegeniiber den von 
Stepp verwendeten U-Rohren den Vorteil, daB sie erstens entsprechend 
ihres gréBeren Inhaltes fiir eine lange Reihe von Analysen gebraucht 
werden kénnen, ohne frisch gefiillt werden zu miissen, und daB® sie 
zweitens auf die Wage gestellt werden kénnen und nicht aufgehangt 
werden miissen. 

2. Statt des von Stepp verwendeten U-Rohres, das den mit kon- 
zentrierter Schwefelsaure befeuchteten Bimsstein enthalt, war es vorteil- 
hafter, einen mit Glasschliffen verschlieBbaren Trockenturm (/) zu 
benutzen, damit sicherlich auch beim Ubertritt gréBerer Wassermengen 
diese dort vollstandig absorbiert werden. Die Schwefelsiure mu vor 
jeder Bestimmung erneuert werden', ein Vorgang, der keine besonderen 
Schwierigkeiten bereitet und darin besteht, dab die konzentrierte 
Schwefelsiure auf den Bimsstein aufgegossen wird; der Uberschub 
der Schwefelsiure tropft in den Unterteil ab und wird aus der unteren 
Offnung abgegossen. Der Turm wird dann oben und unten mit den 
Glasschliffen verschlossen und gebrauchsfertig in die Apparatur ein- 
geschaltet. 

3. Der bei Stepp horizontale Teil des aus dem Kiihler kommenden 
Glasrohres wurde schriag gebogen, mit dem Gefille zum Kiihler, so daB bei 
Bildung von Wasser dieses in den Kiihler zuriickflieben kann, das 
anderenfalls auch in die Richtung des Trockenturmes flieBen kénnte. 

4. Am unteren Ende des Kiihlers wurde ein Kondenswasser- 
trichter eingeschmolzen (i); das Kondenswasser schlagt sich wahrend 
der Verbrennung auBen auf den Kihler und wiirde sonst unfehlbar 
auf den heiBen Kolben hinunterlaufen, der dadurch sehr gefahrdet ware. 

5. Der Veraschungskolben ist nicht durch einen Glasschliff ver- 
schlieBbar, sondern mit dem Glasrohr und Glashahntrichter zu einem 
Stiick zusammengeschmolzen. Es hat sich namlich gezeigt, daB gerade 
an der Stelle des groBen Glasschliffes am leichtesten Dampfe und daher 


1 Diese VorsichtsmaBnahme darf absolut nicht als iiberfliissig an- 
gesehen werden; es konnte naémlich bei Versuchen, bei welchen im Ver- 
aschungskolben destilliertes Wasser gekocht wurde, beim Ubergehen dieser 
Forderung niemals Gewichtskonstanz der AnalysengeféBe erreicht werden. 
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auch Kohlensaure entweichen kénnen, da diese Stelle bei der Ver- 
brennung selbst stark erhitzt wird und jeder Ausdehnungsunterschied 
Undichtigkeiten hervorrufen kann. AuBerdem war nach der Abkiihlung 
der Kolben immer nur schwer zu 6ffnen, und einigemal ereignete es 
sich sogar, dab der Hals an der Schliffstelle sprang. Diese Unzukémmlich- 
keit ist jedoch augenblicklich beseitigt, wenn alles aus einem Stiick 
angefertigt wird; man hat auBerdem noch den Vorteil, da} man die 
Apparatur nach der Verbrennung nicht auseinandernehmen mub, 
sondern dai man mittels einer Wasserstrahlpumpe durch Absaugen 
der Fliissigkeit und mehrfaches Nachfiillen und Absaugen von Wasser 
eine vollige Reinigung und Entleerung des Kolbens erreichen kann, 
da die Glasrohre bis knapp an den Grund reichen. 

6. Wahrend der Verbrennung wurde in einem Abstand von 15 em 
vor dem Kolben eine in Holz gefabte Glastafel aufgestellt, hinter der 
man ohne Gefahr den Vorgang der Reaktion beobachten konnte 


d) Ausfiihrung der Kohlensto{fbestimmung. 


1. Priifung auf die Dichtigkeit der Apparatur. 


Nach der Zusammenstellung der Apparatur werden zuerst Leer- 
versuche vorgenommen. Man la6t einen Luftstrom von 80 Blasen in der 
Minute eine halbe Stunde lang durch die Apparatur hindurchstreichen, 
um vorerst aus derselben die Kohlenséure auszutreiben. Dann werden 
samtliche Glashaihne verschlossen, die beiden AnalysengeféBe gewogen und 
dann wieder in die Apparatur eingeschaltet. Der Luftstrom wird durch 
3 Stunden hindurch fortgesetzt. Nach dieser Zeit darf die Gewichts- 
zunahme der AnalysengeféBe 0,0004 g (fiir beide zusammen) nicht iiber- 
steigen. 

2. Priifung auf die Reinheit der Reagenzien. 


Als Veraschungsfliissigkeit dient ein Gemisch von konzentrierter 
Schwefelsiure und Chromséure im Volumenverhialtnis 5:1. Fiir eine 
Verbrennung werden gewoéhnlich 100 ccm konzentrierter Schwefelséure und 
20 cem einer 50°, igen Chromséure (= 10 g CrO,) verwendet. Am Schfusse 
der Verbrennung werden noch 10 cem einer 0,5 °,igen Kaliumpermanganat- 
lésung beigefiigt, um eventuell auch schwer angreifbare Substanzen zu 
verbrennen. Die Schwefelsiure muB, obwohl sie von der Firma E. Merck 
stammt und die Aufschrift ,,Acidum sulfuricum purissimum“ tragt, doch 
vor ihrer Verwendung mit etwas Kaliumbichromat und gepulfertem Kalium- 
permanganat gekocht werden, damit man sicher ist, daB sich in ihr keine 
Spur Kohlenstoff befindet. Auf diese Notwendigkeit weist Stepp ganz 
besonders hin. Die zur Verbrennung verwendete Chromséure fiihrt den 
Namen Acidum chromicum pro analysi, Chromséure fiir Kohlenstoff- 
bestimmung, E. Merck. 100 ccm der auf diese Weise praparierten Schwefel- 
séure — das Kochen mit Kaliumbichromat kann ohne weiteres mit einer 
gréBeren Menge, z. B. 1 kg Schwefelsiure, vorgenommen werden und 
20cem der Chromséurelésung in die Apparatur gebracht, diirfen nach 
dreistiindigem Kochen und Luftdurchleiten keine Gewichtszunahme der 
AnalysengefaBe ergeben. 


19 * 
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3. Priifung auf die Richtigkeit der Methode. 


Sind die beiden ersten Bedingungen erfiillt, werden Kontrollbestim- 
mungen mit reinen Substanzen von bekanntem Kohlenstoffgehalt unter- 
nommen, von denen eingewogene Mengen im Wasser gelést werden. Die 
Wassermenge soll dabei héchstens 50cem betragen, damit im Vergleich 
zu dem spater zu untersuchenden Blutfiltrat 4hnliche Bedingungen herrschen. 
Es ist vorteilhaft, das Séuregemisch fiir sich zu erwarmen und dann tropfen- 
weise die zu untersuchende Lésung zuflieBen zu lassen — vorher muB allerdings 
die in der Apparatur vorhandene Kohlenséure auf die schon beschriebene 
Weise ausgetrieben sein —, da bei der Reaktion mit der ganzen Menge 
auf einmal die Kohlenséureentwicklung sehr stiirmisch vor sich gehen 
kann und damit immer die Gefahr verbunden ist, daB nicht die ganze 
Kohlenséure absorbiert werde. Solange man die Lésung zutropfen laBt, 
heize man nur sehr schwach an, um ein Zuriicksteigen der Fliissigkeit in 
das zur Reinigungsvorlage fiihrende Glasrohr zu vermeiden. Sollte dies 
dennoch eintreten, muB man die Heizung fiir kurze Zeit abbrechen und 
den Luftstrom verstérken?. 


Diese anfanglichen UnregelmaéBigkeiten geben sich aber bald, ge- 
wohnlich nach 15 bis 20 Minuten, entsprechend dem Zeitpunkt, in welchem 
die Fliissigkeit zu sieden beginnt. Die zu untersuchende Lésung ist einst- 
weilen zugeflossen und der im Trichter verbleibende Rest mehrere Male 
mit etwas schwefelséurehaltigem Wasser, im ganzen mit héchstens 25 cem, 
quantitativ in den Kolben gewaschen. Wahrenddessen hat man die Flamme 
allmahlich verstarkt und den Luftstrom auf 40 bis 60 Blasen in der Minute 
verlangsamt. Nach dreistiindigem Kochen wird die Heizung unterbrochen, 
tropfenweise l10cem 0,5%iger Kaliumpermanganatlésung durch den 
Glashahntrichter in den einstweilen erkalteten Kolben gebracht: dann 
wird eine weitere halbe Stunde kraéftig erhitzt. Damit ist die Verbrennung 
beendet. Der Luftstrom mu8 jedoch noch eine halbe Stunde lang fort- 
gesetzt werden, um die aus dem Permanganat entstandenen Sauerstoff- 
mengen aus der Apparatur zu verdrangen. Die AnalysengeféBe werden 
nun verschlossen, abgenommen und in die Wage gestellt. Nach 20 bis 30 Mi- 
nuten kann die Wagung erfolgen, wobei die GefaBe knapp vorher fiir einen 
Augenblick geéffnet werden miissen, um in ihnen die eingetretene Druck- 
differenz auszugleichen. Vor und nach jeder Verbrennung sind Leer- 
bestimmungen anzustellen; erst wenn diese Gewichtskonstanz zeigen, 
kann die Bestimmung als richtig angesehen werden. 


I. Beispiel. Als erstes Priiparat verwendete ich Bernsteinséure, reinst 
(Schuchardt). 
Einwage . . . 0,1005g Bernsteinséure | gefunden. 0,1478g¢ CO, 


berechneter C . 0,0409 g | das ist . 0,0403¢ C 
Fehler 114%. 


1 Stepp verwendet im Gegensatz dazu wahrend der Verbrennung 
iiberhaupt keinen Luftstrom. Es hat sich gezeigt, daB diese MaBnahme 
nicht unbedingt notwendig ist, da bei Verwendung der von mir beschriebenen 
Absorptionsvorlage keine Gefahr besteht, daB Wasser oder Schwefelséure 
durch den Luftstrom in die AnalysengefaBe hineingetrieben wird. Anderer- 
seits verhindert der Luftstrom das StoBen im kochenden Kolben und 
kiirzt auBerdem die Dauer des Versuches ab. 
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II. Beispiel. Alanin purissimum (Kahlbaum). 


Einwage ... . . . 0,115 g Alanin gefunden. 0,1629g¢ CO, 
berechneterC . . . . 0,0442¢ das ist. . 0,0444¢ ( 


Fehler 0,4 %. 


Die beiden Beispiele zeigen, daB die Methodik der Kohlenstoff- 
bestimmung zuverlassig ausreicht, damit den Restkohlenstoff im Blute 
ziemlich exakt zu ermitteln. 


e) Restkohlenstofjfbestimmungen am Pferdeblut. 


50 cem defibriniertes Pferdeblut wurde nach der in b) beschriebenen 
Weise enteiweiBt. 50 ccm Filtrat (entsprechend 7,00 ccm Blut) wurde 
fiir die Restkohlenstoffbestimmung verwendet (357 ccm Filtrat = 50 ccm 


Blut). 
Vier Analysen, deren Material von verschiedenen Pferden her- 


riihrte, zeigen folgende gut tibereinstimmende Werte: 


1. 50cem Filtrat geben 0,0451 g a umgerechnet fir 


100 cem Blut. .. . . 01772 C 
2. 50cem Filtrat geben 0 0.0468 & Cc Oy umgerechnet fiir 

100cem Blut. .. . : » - Oe OC 
3. 50cem Filtrat alent 0,0475¢ C C0, umgerechinet _ fiir 

100cem Blut. ... . . . 0,185 2 C 
4. 50cem Filtrat geben 0, 0481 | g C C05, umgerec hnet fiir 

Srey ea ks ee es wo : cas Sew OSS 


Aus den vier Analysen ergab sich ein Durchschnittswert von 
182.5 mg Restkohlenstoff fiir 100 cem Pferdeblut. 

Die von W. Stepp gefundenen Zahlen am normalen Menschenblut 
schwanken zwischen 170 bis 200 mg fiir 100 cem Blut und ergeben als 
Mittelzahl 180mg. Somit ist eine vollkommene Ubereinstimmung 
meiner am Pferdeblut gewonnenen Resultate mit denen W. Stepps 


gegeben. 


IV. Uber die im enteiweiSten Blute vorhandenen Substanzen. 
a) Glukose und Milchsdure. 


Obwohl in der Literatur zahlreiche gut iibereinstimmende Werte 
iiber den Blutzucker vorhanden sind, kam es mir speziell darauf an, 
diesen und gleichzeitig auch die Milchséure im gleichen Blute zu be- 
stimmen. AuBerdem wurde das Blut nach Stepp enteiweibt. Bei den 
mit Phosphorwolframsaure enteiweibten Blutfiltraten kann man namlich 
der Fragestellung, wieviel Zucker oder Milchsiure im Vergleich zu dem 
in gleichen Filtraten gefundenen Restkohlenstoff vorhanden sei, am 
nachsten kommen. Ebenso notwendig war es, Zucker und Milchsaure 
im gleichen Blute zu bestimmen. Ich konnte mich einige Male davon 
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iiberzeugen, daB ich im Blute, welches 24 Stunden nach seiner Ent- 
nahme untersucht worden war, einen Blutzuckerwert von nur 35 bis 
45 mg fiir 100cem fand. Dieser auffallend niedrige Wert kann nur 
durch Eintritt einer starken Glykolyse erklart werden. In diesen Fallen 
wiren die Milchsiurewerte héchstwahrscheinlich héher als normal 
gewesen. Da sich also das Verhaltnis Zucker zu Milchsaéure im nativen 
Blute innerhalb weniger Stunden verandern kann, hielt ich fiir nicht 
dienlich, diese beiden Werte unabhangig voneinander an verschiedenem 
Blute, vielleicht sogar etwa nicht gleichzeitig festzustellen'. Deshalb 
wurden die folgenden Bestimmungen im gleichen Blute ausgefiihrt, 
dessen Filtrat gemeinsam sowohl fiir die Zucker- als auch fiir die Milch- 
siurebestimmung diente, womit auch die Forderung der gleichzeitigen 
Untersuchung erfiillt war. 


1. Glucose. 


Fiir die gebrauchlichen Blutzuckerbestimmungsmethoden sind eine 
Reihe von EnteiweiBungsvorschriften angegeben. Nur Oppler® ver- 
wendet die Phosphorwolframsdure. Dabei vermeidet er sowohl einen 
gréBeren Uberschu8, als auch eine langere Dauer der Einwirkung 
der Phosphorwolframsaure, die fiir den Zucker nicht indifferent sein 
soll. In der klaren, enteiweiBten, unter LichtabschluB filtrierten Flissig- 
keit wird bald nach der Phosphorwolframsaurefallung der UberschuB 
mit einer 10°, igen neutralen Bleiacetatlésung niedergeschlagen; vom 
phosphorwolframsauren Blei wird abfiltriert, der Bleiiiberschu8 im 
Filtrat durch Einleiten von Schwefelwasserstoff beseitigt. Das so ge- 
wonnene Filtrat kann dann im Vakuum bei 38 bis 41° C auf das Ausgangs- 
volumen eingeengt werden. Fiir die EnteiweiBung sollen 50 ccm Blut 
10- bis 20mal verdiinnt werden; 60 bis 70 ccm einer frisch be- 
reiteten 10°%,igen Phosphorwolframsaurelésung reichen dann zur Ent- 
eiweibung aus. 

Ich habe die EnteiweiBung nach Oppler an zwei verschiedenen 
Proben von Pferdeblut ausgefiihrt und darin die Zuckerbestimmung 
vorgenommen. Gleichzeitig wurde in beiden Fallen ein Teil desselben 
Blutes nach der Vorschrift von Stepp enteiweiBt. Bereits nach einer 
Stunde wurde vom Niederschlag abfiltriert und ein bestimmter Teil 
des wasserklaren Filtrats mit fein gepulfertem Baryt versetzt, 5 Minuten 
geschiittelt®, bis zu einer bestimmten Marke mit Wasser aufgefiillt 
und ein aliquoter Teil von Bariumphosphorwolframatniederschlag be- 


1 Die Zuckerabnahme und Milchséurebildung im nativen Blute zeigten 
Slosst, Embden, Noorden jr., Levene und G. H. Meyer. 

2 Oppler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 402, 1910. 

’ Es hat sich gezeigt, daB die kurze Einwirkung von Baryth dem 
Zucker unschdadlich ist. 
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freit. Der BariumiiberschuB wurde durch Zusatz von einigen Tropfen 
konzentrierter Schwefelsiure entfernt und abermals ein aliquoter 
Teil abfiltriert. Dabei wurde die Verdiinnung so gewahlt, daB die 
Endkonzentration im Vergleich zu den nach Stepp enteiweibten 
Filtraten den halben Wert betrug. In diesen Filtraten wurden ebenfalls 
Zuckerbestimmungen vorgenommen. 


Bevor ich jedoch iiber die gefundenen Zuckerwerte berichte, soll 
nur kurz die Methode angegeben werden, mit welcher sie ermittelt 
wurden. Die Glucose wurde auf kolorimetrischem Wege nach Dische 
und Popper bestimmt. Der Zucker gibt beim Kochen mit Schwefelsaure 
und Indol eine spezifische, in weiten Grenzen proportionale Farben- 
reaktion?; die Farbe ist gelbbraun. Die Verdiinnung des enteiweibten 
Blutes war so gewahlt, daB 100 ccm Flissigkeit 7 ccm Blut entsprachen. 
Die Konzentration ergab die fiir Kolorimetrie optimalste Bedingung. 


Die Bestimmung wird auf folgende Weise, Disches neuesten Er- 
fahrungen entsprechend, ausgefiihrt: In einer Eprouvette werden 3'/, cem 
verdiinntes Blutfiltrat mit 7 cem konzentrierter Schwefelséure und 0,3 cem 
einer 1° igen alkoholischen Indollésung unter Wasserkiihlung gemischt; 
dabei erhalt die Fliissigkeit eine hellgelbe Vorfarbe. In gleicher Weise 
werden in einer zweiten Proberéhre 3'/,cem Wasser als Blindversuch und 
in einer dritten 3'/,cem einer Glucoselésung als Standard, dessen Kon- 
zentration in der GréBenordnung der zu erwartenden Werte gewahit wird, 
behandelt *. Die Eprouvetten werden genau 10 Minuten lang in ein kochendes 
Wasserbad gestellt, darauf in kaltem Wasser abgekiihlt. Wahrend das zu 
untersuchende Blutfiltrat und der Standard gelbbraune Farben zeigen, 
verdunkelt sich bei der mit Wasser angestellten Probe die Vorfarbe nur 
ganz wenig. Diese Farbe wiirde als ,,Additionsfarbe‘‘ die Bestimmung 
falschen und mu8 daher kolorimetrisch in Rechnung gezogen werden. 
Es geschieht dies am zweckmaBigsten in folgender Art: Man muB8B von den 
beiden anderen Eprouvetten diejenige, welche dunkler gefarbt ist, sei es 
nun die zu untersuchende Fliissigkeit oder der Standard, mit dem Inhalt 
der dritten Proberéhre so weit auffiillen, bis durch entsprechendes Ver- 
diinnen mit der Additionsfarbe die Farben der beiden Lésungen dem Auge 
annéhernd gleich stark erscheinen, wobei natiirlich das Verdiinnungs- 
verhaltnis genau in Rechnung zu ziehen ist. Erst jetzt werden die beiden 
Lésungen, Standard und zu untersuchendes Blutfiltrat, im Dubosceqschen 
Kolorimeter genau verglichen. Es werden immer Doppelbestimmungen 
ausgefiihrt. 

1 Z. Dische und H. Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1926. 

* Es war schon deshalb notwendig in den nach Stepp enteiweiBten 
Filtraten den Uberschu8 der Phosphorwolframséure zu beseitigen, weil 
diese mit Schwefelsfure zusammengebracht die Fliissigkeit stark triibt. 

’ Als Standard bereitet man sich am besten eine 1 %ige Glucose- 
lésung, die sich nach Zusatz von einigen Tropfen Chloroform und bei Auf- 
bewahrung an einem kiihlen Orte langere Zeit unveraindert halt. Zur Aus- 
fiihrung der Zuckerreaktion werden einige Kubikzentimeter Lésung ent- 
sprechend verdiinnt. 
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Es zeigte sich bei der Bestimmung mit der eben besprochenen 
Methode in den beiden verschieden behandelten Filtraten keine 
Differenz in bezug auf die Glucose. 


Blut I nach Oppler 92mg, nach Stepp 93 mg fiir 100 ccm 
” II ” ” 105 ” or ” 103 ” PT) 100 


In weiteren drei Fallen, die nach Siepp enteiweiBt wurden, be- 
stimmte ich nach Entfernung der Phosphorwolframsaure den Blutzucker : 


Meee Eee. cw wth tt tl ks ae me reeeom 
Es a ee a eee Ss SS A oe 
Oia es 2 ORCS tee SB re Ow 


” 


Zum Vergleich gebe ich einige Werte aus der Literatur an: Frank 
und Cobliner' finden beim Menschen einen Blutzuckergehalt von 80 
bis 110 mg fiir 100 ccm Blut. Lyttkens und Sandgren® beim Pferd 
98 mg Glucose in 100 cem Blut, einen Wert, der mit meinem Resultat 
von durchschnittlich 96 mg in 100 cem Blut nahezu vollstandig tiber- 
einstimmt. 

2. Die Milchsaure. 

Fiir die Bestimmung der Milchséure wurden dieselben nach Stepp 
enteiweiBten Blutfiltrate verwendet, in welchen die Zuckerbestimmungen 
vorgenommen worden sind. Fiir die Entfernung der Phosphorwolfram- 
siure, die auch die spiater auszufiihrende Bestimmung gestért hatte, 
und fiir die Entfernung des Zuckers schlug ich einen ahnlichen 
Weg ein, wie J. Warkany*® bei seinen Milchsdurebestimmungen im 
Harn, die er in diesem Institut ausgearbeitet hat. Das Steppsche 
Filtrat wurde nach der bekannten Kupferkalkmethode mit reinem, 
pulverisiertem Calciumhydroxyd versetzt, bis der dabei entstehende 
weiBbe Niederschlag eine hellblaue Farbe annahm. Dieser Farben- 
umschlag zeigt an, daB die tiberschiissige Phosphorwolframsaure aus- 
gefallt und die Reaktion alkalisch geworden ist. Darauf wurde 
eine 10°, ige Kupfersulfatlésung zugesetzt, bis sich der ganze Calcium- 
hydroxydiiberschu8B in Kupferhydroxyd umgesetzt hatte und die 
iiberstehende Fliissigkeit nur ganz leicht von Kupfersulfat gefarbt 
erschien; dieses Gemenge wurde 5 Minuten geschiittelt und eine Stunde 
stehengelassen. War die iiber dem Niederschlag befindliche Fliissigkeit 
noch blau gefarbt, wurde etwas Calciumhydroxyd zugesetzt, bis die 
Reaktion schwach alkalisch geworden war. Die Fliissigkeit wurde auf 
eine bestimmte Marke aufgefiillt und ein aliquoter Teil filtriert. Zu 
diesem klaren, farblosen Filtrat wurden 1 bis 2 Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiure zugefiigt, um eine schwach saure Reaktion zu erzielen. 


1 Frank und Cobliner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 42. 
2 Lyttkens und Sandgren, diese Zeitschr. 36, 261, 1911. 
3 J. Warkany, diese Zeitschr. 184, 474, 1927. 
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Die Triibung vom Calciumsulfat mubte durch eine zweite Filtration 
beseitigt werden. Die auf diese Weise von Phosphorwolframsaure und 
Zucker befreiten Blutfiltrate hatten dieselbe Endkonzentration, wie 
diejenigen, welche fiir die Zuckerbestimmung bereitet wurden: 100 ccm 
Filtrat entsprachen 7 ccm Blut. 

Auch die Milchsaiure wurde auf kolorimetrischem Wege ermittelt, 
und zwar nach Dische und Laszlo’. 


Die Ausfiihrung dieser Methode, welche ebenfalls in diesem Institut 
ausgearbeitet worden ist, gestaltet sich kurz in folgender Weise: 1 ccm 
des nach eben besprochener Vorschrift behandelten Blutfiltrats wird mit 
9 ecm konzentrierter Schwefelséure (spezifisches Gewicht 1,84) und 0,1 cem 
einer frisch bereiteten 20°,igen alkoholischen Hydrochinonlésung unter 
Wasserkiihlung in einer Proberéhre gemischt, wobei keine Triibung ein- 
treten darf. (Eintritt einer Triibung bedeutet unvollstandige Beseitigung 
der Phosphorwolframséure oder des Calciums!) Auch bei dieser Methode 
wird eine Leerprobe auf gleiche Weise bereitet. Als Standard dient eine 
exakt bereitete Lithiumlactatlésung, deren Konzentration in den Grenzen 
der zu erwartenden Resultate gewahlit wird. (In diesem Falle 0,002 %Lige 
Lithiumlactatlésung.) Nach 15 Minuten langem Verbleiben in einem 
kochenden Wasserbad werden die Proberéhren abgekiihlt und dann nach 
entsprechender Verdiinnung mit der Leerprobe (genau wie bei der Zucker- 
bestimmung) im Duboscqschen Kolorimeter verglichen. Die Farbe ist 
orangebraun. 


Die fiinf untersuchten Fille, bei welchen itiberall Doppel- 
bestimmungen ausgefiihrt wurden, ergaben folgende Werte?: 


Blut TI. . .. . .. . 18mg Milchséure fiir 100 cem Pferdeblut 
‘ ie aot ihn i oe = — 

a nk = 6. 4 6 we om an 

a "ees we ee SS = a oe. = 

a Vi en s See = as 300 o i 


Diese Werte, deren Durchschnitt 16,4 mg fiir 100 ccm Blut betragt, 
fallen mit den niedrigen Resultaten Disches und Laszlos zusammen 
(16 bis 30 mg fiir 100cem menschliches. aus der Kubitalvene ent- 
nommenes Blut), was aber leicht zu erklaren ist, da das entnommene 
Pferdeblut nicht gestaut war* und bereits 1 Stunde nach der Entnahme 
verarbeitet wurde. Valentin* findet im Menschenblute als Durchschnitt 
einen noch niedrigeren Wert: 11 mg fiir 100 ccm. 


1 Z. Dische und D. Laszlo, ebendaselbst 187, 344, 1927. 

2 Die Bezeichnungen mit rémischen Ziffern beziehen sich auf das 
gemeinsam sowohl fiir die Zucker- als auch fiir die Milchséurebestimmung 
verwendete Blut; damit ist z. B. gemeint: das Blut I, in welchem die Zucker- 
bestimmung ausgefiihrt wurde, und das Blut I, in welchem die Milchséure 
bestimmt wurde, ist dasselbe. 

8 Nach B. Mendel (Klin. Wochenschr. 4, 1925) fiihrt bereits lokale 
venése Stauung zu einem Milchséureanstieg von 0,011 bis 0,035. 

* Valentin, Miinch. med. Wochenschr. 1925, 5S. 86. 
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b) Die Aminosduren. 


Die Bestimmung der Aminosauren war eigentlich eine indirekte. 
Sie wurden weder einzeln bestimmt, noch konnten sie gemeinsam 
isoliert und in ihnen direkt der Kohlenstoff bestimmt werden. Wir 
begniigten uns mit der Feststellung des Aminostickstoffgehalts im 
Blute, woraus sich gewisse Schliisse auf die Menge des in den Amino- 
siiuren vorhandenen Kohlenstoffs ziehen lassen. Uber diese Umrechnung 
wird an spiaterer Stelle gesprochen werden; vorlaufig sei nur tiber die 
Bestimmung des Amino-N berichtet. 

In den nach W. Stepp enteiweiBten Blutfiltraten wurde der Amino. 
stickstoff nach D. van Slyke ermittelt. Fiir die Ausfiihrungen dieser 
Bestimmungen, welche in dem von £. Kuppelwieser und K. Singer’ 
modifizierten van Slykeschen Apparate vorgenommen wurden, sei 
Herrn Dr. K. Singer der herzlichste Dank ausgesprochen. Zur Unter- 
suchung gelangten drei Fille, deren Zucker und Milchsaure bereits 
bestimmt worden waren: Blut III, IV, V. Die Konzentration war so 
gewahlit, daB 100 ccm Filtrat 14ccem Blut entsprachen. 


Blut IIT: 15cem Filtrat enthielten ...... . 0,258mg N 
SS ee ee ee N 

IV: 15cem Filtrat enthielten ....... 0,223 ,, N 

Sa Serene 4 GA ee ewe ss OS | 

sis V: 15cem Filtrat enthielten ....... 0,212, N 
Se ee es kG ae Gs ow. eo oe BRD me | 


Der Durchschnittswert betragt 11,0 mg fiir 100 ccm Pferdeblut. 
M.Gorchhoff, M.Grigorieff und A. Koutourska® fanden beim Menschen 
0,012 bis 0,013 g-%, also ungefahr gleiche Werte. 


c) Der Harnstoff. 


Bei diesen Bestimmungen wurde von der Bedingung der Steppschen 
EnteiweiBung abgesehen und die Bestimmung selbst in ganz typischer 
Art nach einer gebrauchlicheren Methode vorgenommen. Es ist kaum 
anzunehmen, daB die hier angewendete EnteiweiBung im Vergleich 
mit der nach Stepp differente Harnstoffwerte liefern kénne. Die Ent- 
eiweiBung erfolgte nach Tanret (Sublimat und Jodkalium in 60°, iger 
Essigsaure gelést), nach einer Stunde wird filtriert, wobei die Fliissig- 
keit vollstandig klar wird und nicht mehr-schiumt. Die Bestimmung 
wurde nach Fosse* gravimetrisch mit Xanthydrol ausgefiihrt, welches 


1 E. Kuppelwieser und Karl Singer, diese Zeitschr. 178, 324, 1926. 

2 C.r. soc. biol. 76. 

3 Methode nach Fosse, angegeben in Hoppe-Seyler Tierfelders Handb. 
d. physiol. pathol. chem. Analyse 9. Aufl., 8. 701, 1924. 
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mit keinem anderen Blutbestandteil ein Kondensationsprodukt von 
gleicher Unléslichkeit bildet. Ein Teil des Filtrats, entsprechend 
5eccm Blut, wurde mit Eisessig stark essigsauer gemacht und mit 3 ccm 
einer methylalkoholischen 7°,igen Xanthydrollésung versetzt, nach 
3 Stunden der ausgefallene Dixanthylharnstoff auf ein gewogenes 
Glas-Goochfilter gebracht, mit Methylalkohol nachgewaschen, getrocknet 
und gewogen. Ein zweiter gleich groBer Teil des Filtrats wurde fiir eine 
Parallelbestimmung verwendet. (Das bei diesen Analysen verwendete 
Blut stammte von anderen Pferden, als die bis jetzt untersuchten 
Fille; dasselbe gilt auch fiir die folgende Kreatininbestimmung.) Um- 
rechnung: 1 g Dixanthylharnstoff = 0,143 g Harnstoff. 


1. Blut in 5cem: a) 0,0081 g } 
b) 0,0078 g | 
oder 0,023 g Harnstoff in 100cem Blut; 


0,0080 g Dixanthylharnstoff 


2. Blut in 5cem: a) 0,0073 g | 
b) 0,0075 g | 
oder 0,021 g Harnstoff in 100ccem Blut; 


0,0074 g Dixanthylharnstoff 


3. Blut in 5cem: a) 0,0080 g | 0.0079 g Dixathyll ff 
oT” ieetieaiien arr iaae n 


oder 0,023 g Harnstoff in 100ccm Blut; 


— 


4. Blut in 5cem: a) 0,0093 ¢ 
b) 0,0094 g 
oder 0,027 g Harnstoff in 100cem Blut. 


0,0094 g Dixanthylharnstoff 


Der Durchschnittswert aus den vier Analysen betragt 0,0235 g 
Harnstoff fiir 100 cem Pferdeblut. In der Literatur sind nur Werte 
beim Menschen angegeben; 0,015 bis 0,025 g-°,, in Hammarstens Lehr- 
buch!. J. Feigl® findet einen etwas héheren Wert 0,028 g fiir 100 ccm 
Blut. 


d) Kreatin und Kreatinin. 


Diesen Untersuchungen wurden nur aus Griinden der Vollstandigkeit 
einige Kreatin- und Kreatininbestimmungen angeschlossen, obwohl 
a priori keine fiir den Restkohlenstoff des Blutes ausschlaggebende 
Mengen zu erwarten waren*. Auch hier wurde auf die Enteiweibung 
nach Stepp verzichtet. Das Blut wurde auf bekannte Weise nach 
Folin-Wu mit Schwefelsiure und Natriumwolframat enteiweiBt. Dann 


1 O. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 9. Aufl., 8. 267, 1922. 

2 J. Feigl, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 88, H. 2/6, 1918. 

’ Auf andere Substanzen wie etwa Oxalurséure, Alantoin, Hippur- 
séure wurde nicht naher eingegangen. 














286 O. Deutschberger : 


wurde die Bestimmung nach Mandel und Steudel' vorgenommen. 
Zuerst wurde Kreatinin und nach Erhitzen des Filtrats mit n/10 HC! 
bei 130° im Autoklaven Gesamtkreatinin (— Kreatin + Kreatinin) 
kolorimetrisch bestimmt. Die Bestimmung beruht auf der rétlichgelben 
Farbreaktion, welche noch von den geringsten Mengen Kreatinins 
bei Zusatz von Pikrinsiure und Kalilauge hervorgerufen wird. Es 
wurden folgende Werte fiir 100 cem Blut gefunden: 





Nr. Kreatinin Kreatin + Kreatinin Kreatin 
mg mg mg 
1 1,2 7.5 6,3 
2 1,7 7,3 5.6 
3 14 7,2 5.8 
4 1,4 7.8 64 


Die Vergleichswerte aus der Literatur sind ungefahr dieselben: 
nach Folin, Denis und Feigl? Kreatinin etwa 0,001 bis 0,002 g, fiir 
100 com, Kreatin 0,003 bis 0,01 g (durchschnittlich 0,006 g) fiir 100 ccm 
Blut. 


V. Uber die Oxyproteinsiuren im Blute. 


a) Richtlinien der Untersuchung. 


Unter dem Begriff der Oxyproteinsiuren versteht man eine Gruppe 
von stickstoff- und schwefelhaltigen, hochmolekularen, in ihrer Kon- 
stitution noch voéllig unbekannten Eiwei$abkémmlingen, die im inter- 
mediaren Stoffwechsel dem weiteren Abbau standhalten. Diese Sub- 
stanzen kennzeichnen sich alle durch ihren sauren Charakter, durch 
Bildung von wasserléslichen und alkoholunléslichen Barytsalzen und 
durch ihre Fallbarkeit mit Quecksilberacetat. Sie zeigen aber keine 
Biuretreaktion und sind gréBtenteils durch Phosphorwolframsaure nicht 
fallbar*. Diese letzte Eigenschaft lat iiberhaupt erst die Méglichkeit 
zu, daB Oxyproteinsiuren in dem nach W. Stepp enteiweibten Blut- 
filtraten vorhanden sein kénnen. Es wurde bei den Untersuchungen 
iber die Oxyproteinsiuren im Blute ahnlich vorgegangen, wie es 
Bondzynski und Gottlieb* im Harn getan haben, nur gestalteten sich die 
Arbeitsverhaltnisse wesentlich giinstiger, weil der Harnstoff, der im 


1 J.A. Mandel und H. Steudel, Minimetrische Methoden zur Blut- 
untersuchung. Die Methode wurde zuerst von Folin, Journ. of biol. Chem. 
17, 475, 1914, angegeben. 

2 J. Feigl, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 83, H. 2/6, 1918. 

’ Die Antoxyproteinséure wird nur aus konzentrierter Lésung mit 
Phosphorwolframsaéure gefillt. 

* Zentralbl. f. d. med. Wiss. 1897, Nr. 33; Ber. d. deutsch. chem. Ges. 


85, 2959, 1903. 
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Harn in groBen Quantitaten, verglichen mit den geringen Oxyprotein- 
siuremengen, vorhanden ist, als stérend vorerst beseitigt werden muBte', 
im Blute hingegen nicht entfernt zu werden brauchte. Es wurden in 
den mit Phosphorwolframsiaure enteiweibten Blutfiltraten die alkohol- 
unléslichen Barytsalze, das sind die Barytsalze der Oxyproteinsiuren, 
die kurz als Barytfraktion bezeichnet werden, isoliert. Auch hier 
waren geringere Schwierigkeiten als beim Harn zu tiberwinden. Wahrend 
namlich beim Harn nach Entfernung des Harnstoffs, nach Zusatz von 
Baryt und Einleiten von Kohlensaure das so gewonnene Filtrat nur bis 
zur Sirupkonsistenz eingedampft werden kann und erst durch Ver- 
wendung von Kieselgur in ein fiir die folgende Extraktion geeignetes 
Pulver verwandelt wird?, lieB sich das Blutfiltrat ohne irgendwelchen 
Zusatz vollkommen zur Trockne eindampfen. Die feinpulverisierte 
Trockensubstanz wurde mit heibem Alkohol extrahiert und in der 
alkoholunléslichen Barytfraktion der Kohlenstoff, Stickstoff und 
Wasserstoff bestimmt. 


Auf die weitere Unterteilung der Barytfraktion, die mit Bleiacetat 
und Quecksilberacetat bei saurer und bei schwach alkalischer Reaktion 
erfolgen sollte, wurde nicht weiter eingegangen und somit auf diese ohnehin 
unzulangliche Trennung verzichtet. Die einzelnen Teilfraktionen sind die 
sogenannten Alloxyproteinséure, Antoxyproteinséure und die Oxyprotein- 
siure sensu strictiori. Die erste von den drei Séuren enthalt einen gelésten 
Farbstoff, das Urochrom. Dieser soll nach M. Weiss* aus einer Vorstufe, 
dem Urochromogen, welches ebenfalls den Oxyproteinséiuren angehdért, 
entstehen. Die Bestimmung dieser einzelnen Bestandteile im Blute mag 
an sich nicht uninteressant sein, uns kam es aber iiberhaupt zuerst nur 
darauf an, welchen Anteil die gesamten Oxyproteinsaéuren im enteiweibten 
Blute fiir sich in Anspruch nehmen. Deshalb kénnte fiir diese Frage- 
stellung eine Untersuchung der einzelnen, aus der Barytfraktion darstell- 
baren, sicherlich unscharfen, Teilfraktionen keine weiteren Aufschliisse 
ergeben. 

Wihrend die Kenntnisse iiber die Oxyproteinsauren und ihre 
Bestimmung im Harn mannigfach erweitert worden sind — ich verweise 
diesbeziiglich auf die zahlreichen Arbeiten von O. Fiirth* —, ist tiber die 
Oxyproteinsauren des Blutes nur wenig Literatur vorhanden. Im ganzen 
existieren, soviel mir bekannt ist, eigentlich nur drei Arbeiten auf diesem 


1 W. Ginsberg, Hofmeisters Beitr. 10, 411, 1907. 

2 R. Sassa, diese Zeitschr. 64, 195, 1914. 

3 M. Weiss, Wiener Klin. Wochenschr. 1907, Nr. 31; diese Zeitschr. 
27, 175, 1910; 30, 333, 1911. Das Urochromogen geht bei Oxydation mit 
Kaliumpermanganat im Urochrom iiber und gibt die Ehrlichsche Diazzo- 
reaktion. 

* Zusammenfassendes dariiber siehe O. Fiirth, Qualitativer und quan- 
titativer Nachweis der Oxyproteinsiuren und verwandter Substanzen, 
Abderhaldens biologische Arbeitsmethod. 4, Teil 5, 5S. 428, 1925; ferner 
0. Fiirth, Lehrb. d. physiol. u. pathol. Chem. 2, 49, 1927, Vorlesung 8. 106. 
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Gebiete, die erste von J. Browinski!, der nur praparativ vorging, die 
anderen beiden von Czernecki, der nach der Methode Browinskis arbeitete. 
Die erste Arbeit W.Czerneckis behandelt dabei nur die Gegenwart der 
Oxyproteinsauren in Exsudaten und Transsudaten*. Erst die zweite 
Arbeit fiihrt den Titel: Quantitative Untersuchungen iiber den Gehalt 
an Oxyproteinsauren in Exsudaten und Transsudaten, sowie im Blute 
gesunder und kranker Menschen*. Bei diesen Bestimmungen wurde 
nur der Stickstoff der Oxyproteinsauren beriicksichtigt und dem ge- 
samten Reststickstoff gegeniibergestellt. Die Resultate Czerneckis 
zeigen grobe Schwankungen: er findet einen Reststickstoff von 33,6 
bis 71,8 mg fiir 100cem Blut, fiir den Oxyproteinsaurestickstoff 8.9 
bis 18,9 mg fiir 100 cem Blut oder, in Prozenten des Reststickstoffs 
ausgedriickt, 26,6 bis 40,4°,. Da diese Untersuchungen am Menschen- 
blute angestellt wurden und das Blut nicht mit Phosphorwolframsaure 
enteiweibt worden war, sondern nur durch Koagulation, durfte ich 
diese Zahlen nicht ohne weiteres mit den von mir gefundenen Werten 
vergleichen. Immerhin soll nur so viel vorausgeschickt werden, dab 
meine Resultate tiber den Oxyproteinsaure-N des Blutes und tiber 
seinen Anteil am Rest-N mit der oberen Grenze der Werte Czerneckis 
zusammenfallen. Im AnschluB an diese Ubersicht will ich jetzt tiber 


eigene Untersuchungen berichten. 


b) Methodische Vorversuche. 


In der Erwartung, nur geringe Mengen Oxyproteinséuren im Blute 
vorzufinden, wurde von einem relativ groBen Blutquantum ausgegangen, 
und zwar von 2 Liter Pferdeblut. Zunéchst wurde diese Blutmenge nicht 
direkt nach Stepp enteiweiBt, da es, abgesehen von den groBen erforderlichen 
Phosphorwolframsaéuremengen, Schwierigkeiten bereitet hatte, die Fliissig- 
keit von dem voluminésen Niederschlag zu trennen. Es soll aber gezeigt 
werden, daB folgendes Verfahren im wesentlichen von dem W. Stepps nicht 
abweicht: 2000 ccm defibriniertes Pferdeblut wurde mit der fiinffachen 
Menge einer n/100 Essigséure versetzt und 10 Minuten lang unter kraftigem 
Umriihren gekocht, wobei Koagulation eintrat ‘. Das Koagulum, aus groben, 
dunklen Brocken bestehend, setzte sich bald ab, die dariiberstehende 
wasserklare Fliissigkeit wurde abfiltriert und auf die Ausgangsmenge 
efngeengt. Diese 2 Liter ergaben nach Anséuern mit Salzséure bis zum 
Auftreten der Kongoreaktion mit 10° iger Phosphorwolframsaéurelésung 


1 J. Browinski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 146, 1908. 

2 W. Czernecki, ref. in Maly 39, 820, 1909. 

3 Derselbe, ref. ebendaselbst 40, 189, 1910, erschienen in Bulletin 
intern. d. lacademie d. sc. d. Cracovie 1910 (A), S. 399 bis 414 (deutsch). 

* Dieses alte, von Cohnheim angegebene Verfahren (Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 88, 451, 1901) erfordert bei allgemeiner Anwendung noch einen 
Zusatz von Kochsalz. Da dieses im Blute vorhanden ist, fallt die Forderung 


weg. 





289 


Oxyproteinsauren im Blute. 


noch immer eine nicht ganz unbetrachtliche Fallung!. Nach der Filtration 
wurde der Phosphorwolframsauretiberschu8 durch Zusatz von gepulvertem 
Baryt niedergeschlagen und nach dreistiindigem Stehen vom Barium- 
phosphorwolframat abfiltriert. Der Barytiiberschu8 wurde durch Ein- 
leiten von Kohlenséure als Bariumcarbonat gefallt. Nach erfolgter Filtration 
konnte die Fliissigkeit auf dem Wasserbad eingeengt werden, wobei sie 
sich durch Kohlenséureabgabe unter Bildung von Bariumcarbonat aus 
dem léslichen Bariumbicarbonat triibte. Daher war schlieBlich eine vierte 
Filtration notwendig, nach der die Fliissigkeit auch bei starkem Einengen 
klar blieb und nur eine schwach gelbe Farbe annahm. Dann erstarrte das 
Blutfiltrat zu einem kristallinischen Brei, was wohl auf die starke Bei- 
mengung von entstandenem Bariumacetat und Bariumchlorid zu beziehen 
war. Die weitere Behandlung erfolgte im Trockenschrank bei 100° und 
ergab eine vollkommen trockene pulverisierbare Masse. Das CGesamt- 
gewicht betrug 23,70 g. 

Nach der Extraktion mit heiBem Alkohol, die im Soxhletschen Apparat 
erfolgte, wurden alle anderen Substanzen des Restblutes entfernt und 
auch ein groBer Teil des in Alkohol nicht véllig unléslichen Bariumacetats. 
Der unlésliche Rest wog 11,78 g. Darin wurde der Stickstoff nach Kjeldahl 
(Mikro) bestimmt. 

1 g dieser Substanz enthielt 0,016 g N, 11,78 g (entsprechend 2000 ccm) 
0,193 g N, das sind fiir 100cem Blut 0,0097 g N oder 9,7 mg-°, Baryt- 
fraktions-N. 

Dieser Wert gleicht den niedrigsten Zahlen Czerneckis, muB aber 
bestimmt zu niedrig sein, weil im Koagulum Fliissigkeitsmengen zuriick- 
blieben, und auBerdem vier weitere Filtrationen Verluste unvermeidlich 
erscheinen lassen. AuBerdem konnte in dieser Fraktion keine Kohlenstoff- 
analyse ausgefiihrt werden, weil die Verunreinigung mit Bariumacetat 
unmdgliche Werte geliefert hatte. Es soll aber bald gezeigt werden, wie 
diese Schwierigkeiten umgangen wurden. 


c) Die EnteiweiBung. 

Versuche, das mit Wasser verdiinnte Pferdeblut ohne Saurezusatz 
zur Koagulation zu bringen, ergaben nur eine starkere Triibung. Daher 
war es notwendig, die Essigsiure durch eine anorganische Saure zu 
ersetzen. Es wurde in mehreren Proben das Optimum fiir die Koagulation 
bei Zusatz von Salzsdure ausgetastet. 100 ccm Blut — 500 cem n/100 
HCl ergaben ein vollstandig klares Filtrat. Bei schwacherer Konzen- 
tration (n/200 HCl) trat zwar Koagulation ein, aber das Filtrat war 


1 Da dieser Niederschlag nicht koagulierte, wohl aber mit Phosphor- 
wolframsaure fallbare Substanzen enthaélt, wie die Harnsdéure und die 
Diaminoséuren (Arginin, Lysin und Histidin), wird man sich nicht wundern, 
daB beim Unterlassen der Phosphorwolframséurefillung alle diese Sub- 
stanzen bei der Bestimmung des Reststickstoffs mitbestimmt werden und 
seinen Wert wesentlich erhéhen kénnen. So wird es erklarlich, daB Czernecki, 
der die Phosphorwolframséure nicht verwendete, sondern bloB durch 
Koagulation enteiweiBte, zumeist héhere Werte fiir den Rest-N fand und 
daher ein im Durchschnitt niedrigeres Resultat fiir den Anteil des Oxy- 
proteinséure-N in Prozenten des Rest-N errechnete. 
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trib. Bei starkerer Konzentration als n/100 HCl trat bereits deutliche 
Hamolyse ein und auBerdem geht ein Teil des Koagulums in Lésung, 
was sich an dem weitaus reichlicheren Niederschlag bei der Nach- 
fallung mit Phosphorwolframsaiure bemerkbar machte. Es zeigte sich 
also, daB der Ersatz der Essigsiure durch eine gleich molare Menge 
Salzsaure am besten zum Ziele fiihrte. Da in beiden Fallen die Koa- 
gulation am besten gelingt, kommt es bei diesem Vorgange nicht, wie 
man vielleicht vermuten wiirde, auf die Wasserstoffionenkonzentration 
an, die doch bei Verwendung der Salzsiure bedeutend gréber ist 

Bei allen weiteren Untersuchungen, ausgehend von 2 Liter de- 
fibrinierten Pferdeblutes, wurde auf folgende Weise verfahren: 10 Liter 
Wasser, bis zum Sieden erhitzt, wurden mit 36,5 ccm 10°, iger Salzsiure 
versetzt. Darauf wurde das Blut langsam unter Umriihren zugegossen 
und das Sieden, das dadurch unterbrochen wurde, wieder abgewartet. 
Nach 10 Minuten langem Kochen, wobei das Umriihren fortgesetzt 
wurde, erfolgte die Filtration der heiBen Fliissigkeit. (LaBt man die 
Flissigkeit erkalten, so wird wahrend dieser Zeit ein Teil des Koagulums 
desintegriert und es tritt eine leichte Hamolyse ein.) Das Koagulum 
wurde in einer Schraubenpresse ausgepreBt und die so gewonnenen 
Flissigkeitsmengen mit dem Filtrat vereinigt. Durch Einengen auf 
ungefahr 2 Liter Fliissigkeit wurde die Anfangskonzentration wieder 
erreicht. Das Blutfiltrat wurde darauf mit 6 bis 8 ccm konzentrierter 
Salzsdure angesduert und mit 150 bis 170 cem einer 10 °,igen Phosphor- 
wolframsaurelésung versetzt. Nach Absetzen des Niederschlags durfte 
auf weiteren Phosphorwolframsaurezusatz nichts ausfallen. Im Filtrat 
war die Biuretreaktion stets negativ; beim Schiitteln bildete sich kein 
Schaum. 

d) Ausfiihrung der Oxyproteinsdurebestimmung. 

Das durch die vorangegangene Enteiweibung gewonnene Filtrat 
wurde vom PhosphorwolframsauretiberschuB in der bereits unter b) ge- 
schilderten Weise befreit. Es soll nur nebenbei erwaihnt werden, dab 
alle Filtrationen auf der Nutsche vorgenommen wurden. ‘Trotz der 
Umstindlichkeit des ganzen Verfahrens war kein anderer Weg vor- 
handen, die Restiraktion trocken zu erhalten. Das erste Hindernis, 
das darin bestand, schon von Beginn aus bei der EnteiweiBung kohlen- 
stoffhaltige Substanzen ins Blut zu bringen, war bereits tiherwunden. 
Um der zweiten Schwierigkeit auszuweichen — das sind die unum- 
ganglichen Verluste und die zeitraubende Arbeit bei vier quantitativen 
Filtrationen —, wurde nach einer einfachen Uberlegung folgendermaBen 
vorgegangen: ein Teil des zu untersuchenden Nativblutes (10 ccm) 
wurde genau nach W. Stepp enteiweiBt und im Filtrat der Stickstoff 
nach der Preglschen Mikrokjeldahimethode in Doppelbestimmungen 
ermittelt. Die ganze lange Arbeit an der groBen Blutmenge vom Beginn 








Oxyproteinséuren im Blute. 29] 


der EnteiweiBung bis zur Herstellung des trockenen Pulvers brauchte 
nicht mehr quantitativ ausgefiihrt zu werden, sondern nur praparativ, 
sobald in einem Teil des Pulvers wieder eine Stickstoffbestimmung 
vorgenommen wurde. Der Stickstoffgehalt auf die gleiche Blutmenge 
bezogen, war nach den vielen Prozeduren in der Restfraktion niedriger 
als in den Steppschen Filtraten und betrug im giinstigsten Falle un- 
gefahr 90°, vom letzteren. So konnte in jedem Falle der Verlust fest. 
gestelit werden und alle Analysenwerte auf ihre wahre Grébe um- 
gerechnet werden. Das trockene Pulver, dessen Gewicht genau fest- 
gestellt war, wurde im Sovrhletschen Apparat mit heiBem Alkohol 
24 Stunden extrahiert. Der in Alkohol unlésliche Anteil wurde in 
100 cem Wasser gelist und mit | bis 2 ccm verdiinnter Salzsiure ver- 
setzt, um etwa die Kohlensiuremengen aus dem zum ganz geringen 
Teil léslichen Bariumearbonat in Freiheit zu setzen, auf dem Wasser- 
bade auf Sirupkonsistenz gebracht und nach weiterer Behandlung im 
Trockenschrank bei 100° vollstandig getrocknet. Dieser Anteil, der die 
Barytfraktion aus 2000 ccm Blut darstellte, wurde gewogen, und in 
zwei aliquoten Teilen wurden einerseits der Stickstoff, andererseits 
der Kohlenstoff und Wasserstoff bestimmt. Wahrend die Stickstoff- 
werte nach dem Mikrokjeldahlverfahren ermittelt wurden, sind der 
Kohlenstoff und der Wasserstoff mittels der Mikroverbrennungs- 
methode nach Pregl bestimmt worden. Diese Analysen verdanke ich 
Herrn Dr. Alfred Friedrich, der als Assistent am med.-chem. Institut 
iiber eine langjahrige Erfahrung auf diesem Gebiete verfiigt. 


e) Der Stickstof{-, Kohlenstof{f- und Wasserstoffgehalt der Barytfraktion aus 
enteiweiBtem Pferdeblut. 


Im ganzen wurden drei verschiedene Faille analysiert. Ich teile die 
Resultate meiner Analysen tabellarisch mit: 





J “< Durchs 
Nr. In mg fir 100 ccm Blut I Il Ill echnitt 
1 Rest-C (Analysendurchschnitt) - 182.5 


2 Rest-N in der nach W. Stepp 
enteiweibten Blutprobe : 
3  Rest-N in der praparativ ge- 


38,0 44.6 48,73 43,77 


wonnenen Restfraktion. . . . 29,44 37,76 44,45 
+ Rest-N von ,2* in % von ,1* 

| ae © - ) Me « . wae fy A 84,3 % 
5 Barytfraktions-N Male ose 19,18 21,30 18.96 
6 Barytfraktions-C ....... 386 70.97 67.9 65.8 
7 | Barytfraktions-H 71 8,77 8.0 74 
8 Barytfraktions-N in % des Rest-N 42.8% 43.0%  43,7% 43,2% 
9 Barytfraktions-C in % des Rest-C — 36,0 % 
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f) Das Verhdltnis des Kohlenstofjs, Wasserstojjs und Stickstojfs in der Baryt- 
fraktion. 

Aus den gefundenen Analysenzahlen ergibt sich ungezwungen die 
Frage nach der Relation des Kohlenstoffs, Stickstoffs und Wasserstoffs 
der Oxyproteinsauren. Um einen Vergleich anstellen zu kénnen, wurde 
fiir jede der drei Analysen das Atomverhaltnis berechnet, das man durch 
Division des Wertes durch das Atomgewicht erhalt. Der besseren 
Ubersicht halber wurden auBerdem in allen drei Fallen der Kohlenstoff 
mit 100 angenommen und die dazu gehérigen N- und N-Werte ent- 
sprechend umgerechnet. Danach ergibt sich folgende Relation: 


fir 100cem Blut in mg: ergeben als Atomverhaltnis: 
I. C=56,6, H=7,10, N= 16,4 Croor Higgs, Nag 
Il. C= 70,97, H=8,77, N=19,18 Cio Hus, Nes 
III. C=67,9, H=80, N=21,3 Coo» Hyso> Noe 
Durchschn. C = 65,8, H = 7,94, N = 18,96 Creer Higgs Nog 


Vergleicht man damit die Elementaranalysen Browinskis, der 
allerdings auch den Sauerstoff und Schwefel beriicksichtigte, erhalt 
man eine etwas verschiedene Relation. Fiir die Oxyproteinsiuren 
findet Browinski in Prozenten ausgedriickt: 40,76°, C, 6,66°, H, 
11,75% N, 0,90°%, 8, 39,9°%, O, fiir ein Kupfersalz des Urochroms: 
43,87°% C, 6.77% H, 11,63°% N, 1,85% 8, 25,62°, O, 10,16%, Cu. 
Daraus ergibt sich in gleicher Weise berechnet fiir die Oxyproteinsaure 
ein Atomverhaltnis von: C9 Hyzy Noo und fiir das Urochrom C, 99 Hyg¢ Noo- 
Danach sind die gesamten Oxyproteinsiuren, die ich in der Baryt- 
fraktion bestimmte, etwas stickstoffreicher und wasserstoffarmer als 
die Oxyproteinsiure oder das Urochrom Browinskis'. 

Nehmen wir jedoch den Wert von ungefahr 40 °,, Oxyproteinsaure- 
kohlenstoff als richtig an (er diirfte kaum um vieles anders sein), so 
ergibt sich daraus fiir meinen Mittelwert von 66 mg-°,, Barytfraktions- 
kohlenstoff ein Gehalt von 165 mg Oxyproeteinsauren fiir 100 ccm Blut, 
somit ein Wert, der den des Blutzuckers bei weitem tibertrifft. 


g) Farbenreaktion in der Barytjraktion. 


Nur anhangsweise sei angefiihrt, dab genau wie in der Barytfraktion 
des Harns so auch in der Barytfraktion des Blutes die Ehrlichsche 


1 Einen weitgehenden Unterschied zu diesen Verhiltniszahlen weisen 
die Elementaranalysen der aus dem Harn dargestellten Oxyproteinséuren 
Bondzynskis auf, welcher fiir die Antoxyproteinséuren 43,21 % C, 4,91 H, 
24,4% N, 0,61% S und 26,33% O, fiir die Oxyproteinséiure 39,62°%, C, 
5,64% H, 18,08% N, 1,12° S und 35,54% O findet. Hingegen stimmt 
das C-, H-, N-Verhaltnis bei der Alloxyproteinsaéure, fiir die er 41,33% C, 
5.7% H, 13,55 % N, 2,19°% S und 37,23% O angibt, auf die Atomrelation 
Cyoo» Hyegs Nog umgerechnet, mit dem von mir gefundenen besser iiberein. 





a 
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Diazoreaktion positiv ausfiel. Ebenso zeigte auch die Urochromogen- 
reaktion von M. Weiss einen positiven Ausfall; auf Zusatz von einigen 
Tropfen n/10 Kaliumpermanganat nahm die Probe eine deutlich gelbe 
Farbe an, die dem aus der Oxydation des Chromogens entstandenen 
Urochrom angehért. Auf weitere quantitative Auswertung wurde 
hier nicht eingegangen. 


VI. Die Verteilung der am Reststickstoff und am Restkohlenstoff des Blutes 
beteiligten Substanzen. 
Aus den in dieser Arbeit gewonnenen GréBen der einzelnen Sub- 
stanzen des enteiweibten Blutes kommt man fiir ihre Beteiligung am 
Reststickstoff und am Restkohlenstoff zu folgendem Ergebnis: 


l. Der Reststickstoff. 


Der Reststickstoff des Pferdeblutes betriigt nach den hier aus- 
gefiihrten Analysen im Durchschnitt 43,77 mg fiir 100 ccm Blut. Als 
Substanzen, die sich an seiner Zusammensetzung beteiligen, wurden 
hier der Harnstoff, das Kreatin, das Kreatinin, die Aminoséiuren und 
die Oxyproteinsiuren herangezogen. Fiir 100 cem Blut wurden durch- 
schnittlich folgende Werte gefunden: 


Harnstoff. . ... . . . 23,5 mg enthalten 10,9 mg N 
Kreatin und Kreatinin . . 7,5 ,, “ oS. 2 
Aminoséure-N .... . 11,0 ,, (direkt bestimmt) 11,0 ,, N 
Oxyproteinsfure-N .. . 19,0 ,, ( ,, * ) 19,0 , N 


zusammen: 43,7 mg 


D 


Diese Aufstellung zeigt, daB der Stickstoff dieser vier Substanzen 
volistandig ausreicht, die Provenienz des Reststickstoffs restlos zu 
erkliren. Allerdings muB dabei zugegeben werden, dal die vollstandige 
Ubereinstimmung der Summe der untersuchten stickstoffhaltigen 
Substanzen mit dem gesamten Reststickstoff in der gegebenen Auf- 
stellung als ein zufalliges Resultat aufzufassen ist, da man noch immer 
von Ubereinstimraung sprechen miiBte, wenn auch die Werte um mehrere 
Milligramm auseinander gingen. Jedenfalls aber diirften in den nach 
W. Stepp enteiweiBten Blutfiltraten kaum noch irgendwelche stickstoff- 
haltigen Substanzen von ausschlaggebender Menge vorzufinden sein. 


2. Der Restkohlenstoff. 


Der Restkohlenstoff betragt nach meinen Analysen, die mit den am 
Menschenblut gefundenen Werten W. Stepps vollstandig tiberein- 
stimmen, durchschnittlich 182.5 mg fiir 100 cem Pferdeblut. Die 
Summe der in den einzelnen Substanzen des enteiweibten Blutes 
vorhandenen Kohlenstoffmengen, fiir die hier der Zucker, die Milchsaure, 


20° 
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2° 
die Aminosa&uren, der Harnstoff, das Kreatin und Kreatinin und ganz 
besonders die Oxyproteinsauren Beriicksichtigung fanden, setzt sich 
nach folgender Aufstellung zusammen: 


Fiir 100 cem Pferdeblut wurden gefunden: 


Zucker. ...... . . 96 mg enthalten 38,4 mg C 
ES ge! se oe - 6,5 C 
OS eS ee hl = 4,7 ( 
Kreatin und Kreatinin . 7,5 ,, ~ 3.2 » C 
Aminoséure-N (ll mg) . . (schaétzungsw. ber.) 47,0 c® 
Oxyproteinséuren-C (65,8 mg C direkt bestimmt) . . . 65,8 ( 


zusammen: 165,6 mg C 


Nach dieser Uberlegung blieben eigentlich nur 16,9 mg Kohlenstoff 
von nicht bestimmbaren Substanzen herrihrend iibrig. Wieweit dieser 
SchluB berechtigt ist, kann nicht genau gesagt werden. Jedenfalls 
wird der unbekannte Kohlenstoff sicherlich nicht mehr als 10, héchstens 
15°, des Restkohlenstoffs betragen. Daraus ist auch ersichtlich, dai 
die Glucuronséure und auch andere Substanzen, die hier unberiick- 
sichtigt blieben, keinen besonders ausschlaggebenden Anteil am Rest- 
kohlenstoff des Blutes haben kénnen. 


VIl. Zusammenfassung. 


1. Fir die Bestimmung des Restkohlenstoffs im Blute wurde 
nach der Methode von W. Stepp, die auf Verbrennung mittels Schwefel- 
siure und Chromsiure beruht, unter Anwendung technischer Ver- 
besserungen verfahren und in Kontrollversuchen mit eingewogenen 
Mengen festgestellt, daB sie vollkommen exakte Werte liefert. Vier 
Bestimmungen an defibriniertem Pferdeblut, das genau nach der Vor- 
schrift W. Stepps enteiweibt worden war, ergaben in untereinander gut 
iibereinstimmenden Werten einen Durchschnitt von 182.5 mq _ Rest- 
kohlenstoff fiir 100ccm Blut. Dieses Resultat stimmt vollig mit der 
am Menschenblut gefundenen Mittelzahl W. Stepps (180 mg) iiberein 


* Der Wert fiir den berechneten C-Gehalt der Aminoséuren wiirde 
nach der Umrechnung Stepps niedriger sein und nur 35mg C betragen. 
Stepp, der seine Umrechnung selbst als willkiirliche Schatzung bezeichnet, 
gewinnt die Zahl fiir den Amino-C aus dem Durchschnittswert C: N- 
Quotienten von Glycin und Tryptophan (= 3,2: 1). Diese Umrechnung 
mu8 jedoch zu niedrige Amino-C-Werte liefern, da doch das C: N-Ver- 
haltnis im Leucin (6: 1) und gerade im Phenylalanin (9 : 1) und Tyrosin (9: 1) 
weitaus mehr betragt und bei Beriicksichtigung dieser Verhaltnisse der 
Durchschnittswert des C: N-Quotienten wesentlich héher anzusetzen ist. 
Ich habe daher fiir meine Umrechnung einen C: N-Quotienten von 5: 1 
gewahit, glaube aber mit dieser zwar immer noch willkiirlichen Annahme 
dem wahren Kohlenstoffgehalt der Aminoséuren naéher zu kommen. 
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2. Von den Bestandteilen des enteiweibten Pferdeblutes wurden 
die wichtigsten Substanzen einer Untersuchung unterzogen und dabei 
folgende Durchschnittswerte fiir L0Ocem Blut gefunden: Zucker 
96 mg, Milchsdéure 16,4mg, Harnstoff 23,5 mq, Kreatin und Kreatinin 
7,5mqg; iiber die Mengen der Aminosduren gab nur indirekt der 
Amino-N-Wert, der durchschnittlich JJ] mg betrug, Aufschlub. 

3. Den Oxyproteinsaiuren des Blutes wurde ein besonderes Augen- 
merk zugewendet. Die Substanzen dieser Fraktion wurden nach ent- 
sprechender Enteiweibung, die in Koagulation und darauffolgender Nach- 
fillung mit Phosphorwolframsaure bestand, als Barytsalze aus dem Blute 
isoliert, die durch ihre Unléslichkeit in Alkohol von den iibrigen Bestand- 
teilen des enteiweibten Blutes leicht befreit werden konnten. In dieser 
Bar ytfraktion wurde der Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff bestimmt. 
Drei Analysen, bei denen als Ausgangsmaterial 2 Liter defibriniertes 
Pferdeblut gedient hatte und deren Werte untereinander innerhalb kleiner 
Grenzen schwankten, ergaben in der Barytfraktion als Durchschnittswert 
fiir den Kohlenstoff 66 mq, fiir den Wasserstoff 8 mq, fiir den Stickstoff 
19mg fiir 100 ccm Blut, wobei der im selben Blute bestimmte Rest- 
stickstof{f durchschnittlich 44mg betrug. Danach waren 43°, des 
Reststickstoffs Stickstoff der Oxyproteinsiurefraktion, 36°, des Rest- 


kohlenstoffs Kohlenstoff der Oxyproteinsiurefraktion. Das Atom- 
verhialtnis dieser gesamten Oxyproteinsiurefraktion ergab ungefihr: 
Choo His Now- 


4. Wie die Barytfraktion des Harns, so gibt auch die des Blutes 
eine positive Ehrlichsche Diazoreaktion und die Urochromogenreaktion 
nach M. Weiss. 

5. Die am Reststickstoff beteiligten Substanzen verteilen sich nach 
ihren Mengen, wie sie im Blute bestimmt wurden, bei einem Rest- 
stickstoffgehalt von 44 mg fiir 100 ccm Pferdeblut in folgender Weise: 
Oxyproteinsiuren-N 19mg, Amino-N Ill mg, Harnstoff-N 11 mg, 
Kreatin und Kreatinin-N 3mg. Die Stickstoffsumme stimmt mit 
dem Werte des Reststickstoffs iiberein, d. h. es verbleibt kaum ein 
wesentlicher Raum fiir unbekannte Substanzen in dem nach W. Stepp 
enteiweibten Blutfiltrate. 

6. Die am Restkohlenstoff des Blutes beteiligten Substanzen er- 
geben fiir 100 ccm Pferdeblut als Kohlenstoffsumme einen Wert von 
165,6mg C (Zucker 38.4 mg C, Milchsiure 6.5 mg C, Aminosduren 
47,.0mg C, Harnstoff 4,7 mg C, Kreatin und Kreatinin 3,2 mg C, 
Oxyproteinsiuren 65,8 mg C) bei einem Restkohlenstoffgehalt von 
182,5 mg. Daraus geht hervor, daB in den nach Stepp enteiweibten 
Blutfiltraten auBer den angefiihrten Substanzen auch nur mehr wenig 
Raum fiir unbekannte Substanzen verbleibt. 











Zur Frage nach der Bedeutung der Lipoidstoffe 
in der Zellpermeabilitit. 


Von 


N. Okuneff. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Zoologie und Morphologie der Tiere 
an der Akademie der Wissenschaften, Leningrad.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1928.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Uber die Bedeutung der Lipoidstoffe in den Prozessen der Zell- 
permeabilitat sind wir schon dank der klassischen Untersuchungen 
von Overton! gut unterrichtet. 


Nachforschungen der letzten Zeit (s. z. B. Loewe*, Freundlich und 
Gann*, Okuneff*) zeigen ferner, daB die Lipoide nicht nur als Lésungs- 
mittel, sondern auch als Adsorbenzien fiir die Deutung einiger Permea- 
bilitétserscheinungen in Anspruch genommen werden kénnen. Dieser 
Umstand erlaubt die beiden Haupttheorien der Permeabilitaét, die Lipoid- 
theorie Overtons und die Oberflichenaktivitaétstheorie von Traube® ge- 
wissermaBen zu vereinigen, worauf ich vor kurzem hingedeutet habe (1. c.). 

Im Zusammenhang damit taucht von neuem die Frage nach der Be- 
teiligung der Lipoidstoffe an der Struktur der sogenannten Plasmahaut 
auf (Hdber*). Denn die Vorstellung von der Lokalisation der Lipoidstoffe 
an der Grenzschicht Protoplasmaoberflaéche : 4uBeres Medium ist bei den 
geltenden Ansichten iiber die Rolle der Lipoidstoffe in der Zellpermeabilitat 
ganz berechtigt (vgl. Czapek’). Da nun aber-bis heutzutage die wichtigsten 
Zellipoide Lecithin und Cholesterin, was ihre Kapillaraktivitét betrifft, 
fast ausschlieBlich nur an der Grenzflache Wasser—Luft untersucht wurden, 
bedarf die oben angefiihrte Vorstellung einer physiko-chemischen Be- 
griindung. Denn Stoffe an verschiedenen Grenzflachen brauchen keineswegs 
eine und dieselbe Kapillaraktivitét zu besitzen, wie ich es vor kurzem 


1 E. Overton, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 92, 115; Nagels Handb. 
d. Phys. 2, 744, 1907. 

2 S. Loewe, diese Zeitschr. 49, 150, 207, 1912. 

* H. Freundlich und Gann, Intern. Zeitschr. f. physiko-chem. Biol. 
2, 1, 1915. 

* N. Okuneff, diese Zeitschr. 187, 37, 1927. 

5 J. Traube, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 182, 511, 1910; 140, 109, 1911. 

® Hoéber, Physik. Chem. d. Zelle u. Gewebe, 5. Aufl., 1924, 8. 383. 


’ Czapek, Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 1, 108, 1914. 
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am Beispiel des Farbstoffes Trypanblau zeigen konnte (s. |. ¢., vgl. auch 
Rehbinder!, Krizenecky und Dubska*). AuBerdem ist gerade die Grenzfliache 
Wasser—Luft fiir die Deutung biologischer Erscheinungen von sehr geringer 
Bedeutung, da wir im Organismus einer solchen Grenzflaéche fast nirgends 
begegnen. 

Aus diesen Griinden schien es mir interessant, eine Reihe von 
Versuchen anzustellen, die zeigen sollten, ob und inwiefern die fiir die 
Deutung der Permeabilitatserscheinungen in erster Linie in Betracht 
kommenden Lipoide Lecithin und Cholesterin an den Grenzflachen 
Wasser — Lipoidléser oberflachenaktiv sind. Denn solche Grenzflachen 
sind den biologischen Verhialtnissen entschieden naher als die tibliche 
Grenzfliche Wasser — Luft (s. Okuneff, 1. c. und Krizenecky und Dubska, 
l. ¢.). 

Methodik der eigenen Untersuchungen. 


Als Versuchsmaterial dienten mir Lecithin und Cholesterin (Merck). 
Die Grenzflichenspannungsmessungen wurden an den Grenzflachen Wasser 
—Benzol (Kahlbaum) und Wasser—Oliven6! ausgefiihrt. Dabei bediente 
ich mich der bequemen Rehbinderschen Methodik*,|die bekanntlich auf 
dem Prinzip der Messung des Tropfen- bzw. Blasendrucks beruht und die 
Messungen der Grenzflachenspannung an der Grenzfliche zweier Fliissig- 
keiten auszufiihren erlaubt. (Néheres iiber die Technik der Messungen 
siehe meine Abhandlung in dieser Zeitschr. 187, 37, 1927.) Die Versuche 
wurden in drei Richtungen angestellt. qErstens interessierte mich, nach- 
zupriifen, ob und inwiefern die untersuchten Lipoide in Benzol und Olivené! 
gelést imstande sind, die Grenzflachenspannung an der Grenzschicht der 
genannten Lipoidléser mit dem Wasser zu erniedrigen. Ferner muBte 
bestimmt werden, wie es mit der Kapillaraktivitét der beiden Lipoide 
an den genannten Grenzflachen steht, wenn sie nicht im Lipoidléser echt, 
sondern im Wasser kolloidal gelést bzw. aufgeschwemmt sind. Endlich 
schien es mir von Interesse, Versuche anzustellen, die zeigen sollten, wie 
die Grenzflachenspannung Wasser—Benzol und Wasser—Olivené!l durch 
gleichzeitige Anwesenheit von zwei kapillaraktiven Substanzen von 
Lipoid (Lecithin oder Cholesterin) in Benzol bzw. Olivenél und von Trypan- 
blau im Wasser beeinfluBt wird. Durch solche Versuchsmodifikation 
suchte ich den biologischen Verhaltnissen bei der Vitalfarbung mit Trypan- 
blau néher zu kommen: enthalt doch die Plasmahaut Lipoidstoffe in 
geléster Form und grenzt dabei — im Falle der Vitalfarbung mit Trypanblau 
— an eine wasserige Trypanblaulésung. 


A. Versuche mit cen Lipoidlésungen in Benzol und Olivendl. 


Die Resultate zahlreicher Messungen an den Grenzflichen: Lipoid- 
lésung (in Benzol oder Olivenél)—Wasser sind zusammenfassend in 
Tabelle I dargestellt. Die Ziffern der Tabelle, sowie die Kurven der 


' P. Rehbinder, diese Zeitschr. 187, 19, 1927; Zeitschr. f. phys. Chem. 
129, 161, 1927. 

® J. Kriienecky und O. Dubska, Protoplasma IT, 460, 1927. 

* P. Rehbinder, diese Zeitschr. 187, 19, 1927; Zeitschr. f. exper. Biol. 
u. Med. 4, Nr. 14, 393, 1927 (Moskau, russisch). 
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Tabelle I. 








Grenzflachenspannung in absol. Einheiten 














Grenzflache SERRE 
Lecithin Cholesterin 

Reines Benzol—Wasser . ei 32.6 32,6 
0,0001 %ige Lipoidlésung in Benzol—Wasser 32.6 32,6 
0,00025 , 4 - a “ 27.8 32.6 
0.00050 . a = 17,7 32.6 
0,001 =, a ‘ 13,1 32,6 
0.01 7 S . 6.0 32.6 
01 > * ss - 1.2 32.4 
0,25 a a a - " 1,15 21,0 
0.5 2 " = _ . 13,4 
1,0 a ie . . ee 8,2 
90 cd 
He ” » " * Hautchen- ae 
40 ” » sd » ad bildung 37 
50 » sd ” sd ad (siehe Text) 3'9 
6.0 7 i. * o m 2.3 
7,0 _ a - - Hautchenbild. 
Reines Olivenédl—Wasser . eee ae 21,8 21,8 
0,05 %ige Lipoidlésung in Olivenél—Wasser 21.4 21,8 
0,075 , “ x - in 21,0 
0,1 . - - ‘a ‘% 18,5 19,1 
0,25 , s i - . 11,2 16,0 
05 od “ i = i 7,9 13,4 
1,0 » = 4 ” 2 49 11,0 

25 

20 

75 

70 | 

5r 

a7 02 03 OF 05 06 0? 08 09 10 


Abb. 1 
o—c+Kurven fiir die Grenzflache: Wasser—Lecithinlésung in Benzol. Auf der Abszisse sind die 
Konzentrationen der Lecithinlésung in Prozenten, auf der Ordinate Grenzflachenspannungen 
in ergiqcm abgelegt. 


Abb. 1, 2 und 3, zeigen ganz deutlich, dab die beiden genommenen 

bzw. Olivenél gelést, deutliche Grenzflaichen- 
spannungserniedrigung an den Grenzflichen Wasser—Benzol und 
Wasser—Olivenél verursachen. Besonders kapillaraktiv erwies sich 
Lecithin. Seine Fahigkeit, die Grenzflichenspannung an der Grenz- 
flache Wasser— Benzol ist enorm groB; deutliche 


Lipoide, in Benzol 


zu erniedrigen, 


Spannungserniedrigung verursachen sogar Lésungen von der Kon- 
zentration 1 : 400000. Bedeutend schwicher wirkt Cholesterin. |,°,ige 
Lésungen dieses Lipoids zeigen ungefahr dieselbe Kapillaraktivitat 
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wie 0,01 °,ige Lésungen von Lecithin (Erniedrigung der Grenzflachen- 
spannung von 32,6 auf 13,4 bzw. 13,1 absolute Einheiten, s. Tabelle I, 
Abb. 3a). Es ist ferner interessant, da beide Lipoide an der Grenz- 
flache Wasser— Benzol bedeutend kapillaraktiver sind als an der Grenz- 
fliche Wasser—Olivenél. Besonders gilt dieses fiir Lecithin; so ver- 
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Abb. 2. 
o—csKurven fiir die Grenzflache : Wasser—Lecithinlésung in Olivenél. Die Bezeichnungen auf der 
Abszisse und der Ordinate sind dieselben wie auf Abb. 1. 
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Abb. 3. 
o—csKurven fiir die Grenzflachen: Wasser—Cholesterinlésung in Benzol (a) und in Olivendél ()). 
Die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate sind dieselben wie auf Abb. 1 und 2. 


ursachen 1°, ige Lésungen des Lipoids.in Olivenél eine Grenzflachen- 
spannungserniedrigung um etwa 36°,, wahrend Lésungen in Benzol 
die 50mal schwacher sind (0,01°,ig), eine Spannungserniedrigung 
um etwa 80°, nach sich rufen (s. Tabelle I). Ahnliche Beziehungen, 
aber nicht so scharf ausgesprochen, finden wir auch fiir Cholesterin 
(Tabelle I). Vor kurzem konnte ich zeigen', da auch mehrere andere 


1 N. Okuneff, diese Zeitschr. 187, 37, 1927. 








300 N. Okuneff: 


Stoffe, wie z. B. Kolloidfarbstoffe, Trypanblau und Carmin, ferner 
Tusche, Zinnober und dergleichen die Eigenschaft haben, an der 
Grenzfliche Wasser—Benzol bedeutend kapillaraktiver zu sein als an 
der Grenzfliche Wasser—Olivenél. Ich habe auch schon versucht, 
diese interessante Erscheinung vom physikalisch-chemischen Stand- 
punkte aus zu erklaren (I. c.). 

Der Unterschied zwischen den beiden Lipoiden in bezug auf ihre 
Kapillaraktivitat an verschiedenen Grenzflachen tritt besonders deutlich 
vor Augen, wenn man aus den erhaltenen Zahlen und entsprechenden 
Kurven den Ausdruck der .,Oberflachen- bzw. Grenzflachenaktivitat” 
nach Rehbinder' oder G 06 ae berechnet. Auch hier ist es 

Oc dae 
bequemer, statt der molaren die einfache prozentige Konzentration 
zu nehmen (in dieser Beziehung vgl. mit meinen Versuchen mit Trypan- 
blau, l.c.). Die hierzu gehérigen Ziffern sind in Tabelle Il und III 
zusammenfassend dargestellt (s. auch die Kurven Abb. 4 und 5). 

Zuletzt sei bemerkt, daB in Versuchen, wo konzentriertere Lipoic- 
lisungen in Benzol gebraucht wurden (so z. B. beim Gebrauch von 


Tabelle II. 














Lecithin in Benzol. Lecithin in Olivendl. 

c ee 40 C.G c i do C.G 
: :, oe GréBe, welche : hewn” ~ GréBe, welche 
Mouton abs.Einh.d.Grenz ge?"Aleorononse| tration | b8-Einh.d.Grenz> ge? \Ssorptions: 

in flachenspannung —menge d. Lipoids 2 flachenspannung = menge d. Lipoids 

9/9 %9 in °/o ist 0 %o in °/9 ist 
0.0025 2000 5.0 0.05 10.0 0.5 
0.0050 4000 20.0 0,10 110,90 11.0 
0.0075 2700 20.3 0.15 125.0 18.0 
0.0100 2000 20.0 0.20 90.0 18.8 
0.0125 1600 20.0 0.25 75.0 18.8 
0,0150 1300 19.5 0,30 60,0 18.0 
0,0175 1150 29,1 0,35 53,0 18,6 

Tabelle IIl. 

Cc a ee. a. abs. Einh. d. Grenzflachensp C . G@ = GréBe, welche proportional der 
Kensene ere je %, Adsorptionsmenge des Lipoids in °/, ist 
— Cholesterin in Cholesterin in Cholesterin in Cholesterin in 

5 Benzol— Wasser Olivenél— Wasser Benzol— Wasser Olivenél— Wasser 

0,1 10 90 1,0 9,0 

0,2 240 100 48.0 20.0 

0,3 160 65 48,0 19.5 

04 125 59 50.9 20,0 

0,5 98 40 49,0 20,0 

0,6 80 35 48.0 19.5 


1 P. Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 111, 487, 1924. 
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0,5°, und iiber Lecithinlésungen in Benzol oder 7,0°,igen Cholesterin- 
lésungen), folgende interessante Beobachtung gemacht werden konnte 
Schichtet man eine solche Lipoidlésung in Benzol tiber Wasser, so 
bildet sich bald — und um so schneller, je konzentrierter die Lipoid- 
lésung an der Grenzschicht von Benzol und Wasser ein deutliches 
Hautchen, das augenscheinlich aus ausgeschiedenem, nicht geléstem 

50 . ° 
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20 40 
a 35 
75 + 4 30 @ 
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Abb. 4. Abb. 5. 


CG@—e+Kurven fiir die Grenztflichen: 
Wasser—Lecithinlésung in Benzol (a) 
und in Olivendél (>). Auf der Abszisse 
sind die Konzentrationen der Lecithin- 
lésungen in Prozenten abgelegt, auf der 


CG@—ce+Kurven ftir die Grenzflachen 
Wasser—Cholesterinlésung in Benzol (c) 
und in Olivendél (>). Die Bezeichnungen 
auf der Abszisse und der Ordinate sind 
dieselben wie auf Abb. 4 


Ordinate die GréBen (4G (siehe Text, 
Tabelle II) 


Lipoid in fester Form besteht. Wahrscheinlich ist in solchen Fallen 
die Adsorption bzw. Anhaufung der kapillaraktiven Substanz an der 
Grenzschicht nach Gibbs Prinzip so stark, daB nach der Ortlichen (an 
der Grenzschicht) Bildung einer gesittigten Lipoidlésung es schlieBlich 
zu einer Ortlichen (ebendaselbst) Auskristallisierung des Lipoids in 
fester Form kommt. Wenigstens haben spezielle Kontrollversuche 
gezeigt, daB bei der Temperatur der Versuchsausfiihrung (— 20 bis — 22°) 
das Cholesterin z. B. nur bei etwa 12 bis 13°,, Konzentration aus Benzol 
sich in tester Form auszuscheiden beginnt. Schichtet man dagegen 
eine Cholesterinlésung in Benzol tiber Wasser, so kommt es zu éiner 
Auskristallisierung des Cholesterins — und zwar nur an der Grenz- 
schicht — schon bei der Konzentration von 7°,. (Uber die Bildung 
fester Oberflichenhaiute, unter anderem auch an der Grenzflache 
fliissig—fliissig, s. bei Ramsden'.) 


1 Ramsden, Proc. Roy. Soc. London (A) 72, 156, 1903. 
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B. Versuche mit den Lipoidemulsionen bzw. Suspensionen im Wasser. 


Die Emulsionen bzw. Suspensionen von Lecithin und Cholesterin 
im Wasser wurden nach den Vorschriften von Porges und Neubauer’ her- 
gestellt. Der neueren Modifikation dieser Methodik, die von Brinkmann 
und van Dam? vorgeschlagen wurde, konnte ich nicht folgen, da der 
Gebrauch von Serumalbumin aus selbstverstandlichen Griinden mir unter- 
sagt war. Somit war fiir mich die Méglichkeit ausgeschlossen, Emulsionen 
bzw. Suspensionen, die konzentrierter als 1°, (Lecithin) bzw. 0,2 % (Chol- 


esterin) waren, herzustellen. 


a) Versuche mit Lecithinemulsionen. 

Die Resultate zahlreicher Versuche dieser Gruppe sind zusammen- 
fassend in Tabelle IV dargestellt. Die Ziffern der Tabelle zeigen, daB 
Lecithin an den Grenzflichen Wasser—Benzol und Wasser—Olivendl 
auch dann kapillaraktiv ist, wenn es in Form einer Emulsion im Wasser 
gebraucht wird (vgl. auch die Kurven Abb. 6). 


Tabelle IV. 





Grenzflachenspannung in absol. Einheiten 





Grenzflache Grenzflache Grenzflache 
Wasser— Benzol Wasser—Olivend! 


| 32,6 21,8 
0,025 °,ige Lecithinemulsion in Wasser. . . 31,2 21.8 
0,050 tt “ ee ee 23,1 21.4 
O100) , i ‘ “ a 18,4 18,7 
0,250 , > - ein ta 14,7 15,2 
0,500 . * a Tn 10,4 12,8 
1,000 . e 2 on 8.8 11,1 
JI§ 





s 
4 
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Abb. 6. 
c—oeKurven fur die Grenzflachen: Wasseremulsion von Lecithin— Benzol (a) und Wasseremulsion 
von Lecithin-Olivenél (6). Die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate sind dieselben 
wie auf Abb. 1, 2 und 3. 


1 O. Porges und E. Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152, 1908. 
2 R. Brinkmann und E. v. Dam, ebendaselbst 108, 35, 52, 1920. 
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Auch in diesem Falle ist die spannungserniedrigende Wirkung von 
Lecithin an der Grenzflache Wasser—Benzol deutlicher ausgesprochen 
als an der Grenzfliche Wasser—Olivenél. Das eben Gesagte tritt 
besonders deutlich vor Augen, wenn man beiderseits den Rehbinderschen 
Ausdruck der ,,Grenzflichenaktivitat’* berechnet und die erhaltenen 
Resultate miteinander vergleicht (s. Tabelle V und Kurve Abb. 7) 


Tabelle V. 





‘ os _ Jo. abs Einh. d. Grenzflachensp C.@ GréBe, welche proportional der 
a dieatl 4e = No Adsorptionsmenge des Lipoids in °/, ist 
tration y 7 -" 

Lecithinemulsion Levithinemulsion Lecithine mulsion Lecithinemulsion 

0/5 in Wasser—Benzol in Wasser—Olivené!| in Wasser—Benzol in Wasser—Olivendl 
0,025 75 - 1.8 
0,050 230 30 11.5 1,5 
0,075 165 59 12.5 3,7 
0,100 130 70 13,0 7,0 

1,125 100 90 12.5 11,25 
0,150 85 8) 12,8 12,0 
0.175 70 70 12,3 12.3 
0,200 65 65 13,0 13,0 
15° 
a 
70r 
b 
5} 








0,05 270 0,75 0.20 


Abb. 7. 
( G—csKurven fiir die Grenzflachen: Wasseremulsion von Lecithin— Benzol (a) und Wasseremulsion 
von Lecithin—Olivend!l (»). Die Bezeichnungen auf der Abszisse und der Ordinate sind dieselben 
wie auf Abb. 4 und 5. 


Wenn wir die Resultate der Versuche dieser Gruppe mit den 
Resultaten der vorangehenden Gruppe vergleichen (s. Tabelle VI), 
so kénnen wir zu dem SchlubB kommen, da8 Lecithin in Form einer 
Lésung im Lipoidléser entschieden kapillaraktiver ist, als wenn es in 


Tabelle Vi. 





Konzentration in °/, 


Grenzflache 0.05 0,1 0,25 05 10 





Grenzflachenspannung in absol. Einheiten 


Lésung von Lecithin in Olivendl—Wasser. . | 214 185 112 79 49 
Emulsion von Lecithin in Wasser—Olivendl 21.4 | 187 | 152 128 | 11,1 











304 N. Okuneff: 


Form einer Emulsion bzw. kolloidaler Lésung im Wasser gebraucht wird. 
So erniedrigt z. B. Lecithin in Form einer Benzollésung beim 0,1 °,- 
Gehalt die Grenzflichenspannung von 32,6 absoluten Einheiten auf 1,2. 
Bei derselben Konzentration (0,1 °,) erniedrigt Lecithin in Emulsions- 
form die Grenzflichenspannung von 32,6 absoluten Einheiten nur auf 
18,4. Gegebenenfalls verhalten sich die Kapillaraktivitaten des Lecithins 
in Benzollisung und Wasseremulsion ungefaihr wie 14:1. Ahnliche 
Beziehungen herrschen auch auf der Grenzfliche Wasser—Olivendl, 
wie es leicht aus der Tabelle V zu ersehen ist. 

Da Lecithin im Wasser nicht nur feindisperse Kolloidlésung bildet, 
sondern auch in Form von relativ grob dispersen Emulsionsteilchen vor- 
handen ist, ware es interessant, nachzuforschen, inwiefern die Kapillar- 
aktivitét der Lecithinemulsionen durch jede dieser beiden Komponenten 
der Lecithinemulsion hervorgerufen wird. Haben doch meine vor kurzem 
veréffentlichten Versuche gezeigt, daB auch ziemlich grob disperse Sub- 
stanzen, wie Tusche, Zinnober und dergleichen, imstande sind, die Grenz- 
flachenspannung an der Grenzflache Wasser—Benzol und Wasser—Oliven6| 
zu erniedrigen. Andererseits ist es das groBe Verdienst Rehbinders', daB 
er als erster auf das Bestehen einer interessanten Beziehung zwischen der 
Grenzflachenaktivitét der Substanzen in zwei fliissigen Phasen und ihren 
Verteilungskonzentrationen daselbst hingewiesen hat. DemgemaéB ist 
man berechtigt, zu beiden Seiten der Grenzflache fliissig—fliissig zwei 
verschiedene Grenzflachenaktivitéten zu unterscheiden (Rehbinder, |. c.). 

Alle vorhandenen Angaben tiber die Kapillaraktivitat des Lecithins 
betreffen bekanntlich nur die Grenzflaiche Wasser— Luft. Dabei wurde 
selbstverstindlich, wie auch in meinen Versuchen, das Lipoid in Form 
von Wasseremulsionen gebraucht. Wenn wir nun die Resultate solcher 
Versuche, die verschiedenen Verfassern angehéren (s. z. B. Risch®, 
ferner Neuschloss? u.a.), mit den Resultaten meiner Versuche ver- 
gleichen, so wird es klar, daB Lecithin an den von mir untersuchten 
Grenzflachen zweier unmischbaren Fliissigkeiten entschieden kapillar- 
aktiver ist als an der Grenzfliche Wasser—Luft. So erniedrigt z. B. 
nach Risch® Lecithin die Oberflichenspannung des Wassers gegen 
Luft in konzentrierter Liésung um die Halfte. In meinen Versuchen 
verursacht ein solcher Effekt eine Lecithinemulsion im Wasser gegen 
Benzol bei relativ sehr schwacher Konzentration von 0,1 bis 0,25°,. 
Nach Neuschloss* erniedrigt eine 1°,ige Lecithinemulsion im Wasser 
die Oberflachenspannung des Wassers gegen Luft auf 50°,. In meinen 
Versuchen erhiedrigte dieselbe Emulsion des Lipoids im Wasser die 
Grenzflachenspannung des Wassers gegen Benzol auf 75 °,, gegen Oliven- 
él ungefahr auf 50%. Im ersten Falle also ist die Kapillaraktivitat 


1 P. Rehbinder, ebendaselbst 187, 19, 1927; Zeitschr. f. phys. Chem. 
129, 161, 1927. 

2 B. Risch, diese Zeitschr. 40, 152, 1912. 

3S. M. Neuschloss, Pfliigers Arch. 181, 17, 1920; 187, 136, 1921. 
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des Lipoids dreimal, im zweiten Falle zweimal so grob. Dieser Vergleich 
weist hin, wie es wichtig ist, sich bei der Untersuchung der Kapillar- 
aktivitat biologisch interessanter Substanzen nicht nur mit den Ober- 
flaichenspannungsmessungen an der Grenzfliche Wasser— Luft sich 
zu begniigen, sondern auch Untersuchungen an anderen Grenzflachen 
vorzunehmen, in erster Linie an der Grenzflache zweier unmischbarer 
Fliissigkeiten (s. Okuneff!, Rehbinder?, Krizenecky und Dubska*). 


b) Versuche mit Cholesterinsuspensionen. 

Die hierzu gehérigen Versuche sollen von mir am anderen Orte 
ausfiihrlich beschrieben werden, so dai ich an dieser Stelle mich 
mit dem Hinweis begniige, da Cholesterin, auch in Form einer i 
Wassersuspension gebraucht, die Grenzflachenspannung an den Grenz- 
flichen Wasser—Benzol und Wasser—Olivenél, zwar schwach, aber 
deutlich zu erniedrigen imstande ist. Wie es die Ziffern der Tabelle VII r 
zeigen, ist aber Cholesterin, auch in solcher Form / gebraucht, bei 
weitem nicht so kapillaraktiv wie Lecithin. Ferner zeigt Tabelle VIII, 
daB Cholesterin in Form von Lésungen in Lipoidléser zum Unterschied 
von Lecithin (s. oben) fast dieselbe Kapillaraktivitat wie in Form von 
Suspensionen im Wasser besitzt. 


Tabelle VII. 





Konzentretion in °/, 
Lipoid in Form einer 
Emulsion bzw. Suspension 0,05 0,1 0.2 0.05 01 0,2 
im Wasser dene —— = 
Grenzflachenspannung in absol. Einheiten 


0 32.6 32.4 21,0 21.8 19.1 11,2 
OS Se 32.6 30,1 26.6 21,8 19,0 17,0 
Wasser— Berzol Wasser— Olivendl 


Tabelle VIII. 





Konzentration in °/> 


Grenzflache 0,05 0.1 0,2 0.05 01 02 


Grenzflachenspannung in absol. Einheiten 


Cholesterin in Lésung ...... 32,6 | 32,4 | 21,0 | 21,8 19,1 11,2 
pt » Form von Suspension 32.6 30.1 266 | 21,8 19.0 | 17,0 


Bekanntlich wird angenommen, daB8 Cholesterin (in Wasser auf- 
geschwemmt) zum Unterschied von Lecithin ein oberflacheninaktives 
Lipoid ist (s. S. Loewe*, Brinkmann und v. Dam, |. c.). Nun zeigen die 


1 N. Okunef/, diese Zeitschr. 187, 37, 1927. 

2 P. Rehbinder, ebendaselbst 187, 19, 1927. 

’ J. Krizenecky und O. Dubska, Protoplasma II, 460, 1927. 
* S. Loewe, diese Zeitschr. 42, 207, 1912. 
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von mir ausgefiihrten Versuche, daB diese Annahme den tatsachlichen 
Verhaltnissen nicht entspricht, insofern Cholesterin an den Grenz- 
flichen Wasser—Benzol und Wasser—Olivenédl eine schwache, aber 
deutliche Grenzflachenspannung zeigen kann. Dai es Substanzen 
gibt, die inaktiv an der Grenzflache Wasser—Luft sind und zugleich 
eine deutliche Kapillaraktivitat an der Grenzflache zweier unmisch- 
baren Fliissigkeiten zeigen kénnen, konnte ich vor kurzem an dem 
Beispiel des Farbstoffs Trypanblau nochmals bestatigen (I. c.). 


C. Grenzfldchenspannungsmessungen an den Grenzjldchen: Benzol bzw. 
Olivenél + Lipoid—Wasser + Trypanblau. 

In den hierzu gehérigen Versuchen enthielt jede der aufeinander 
geschichteten unmischbaren Fliissigkeiten je eine kapillaraktive Sub- 
stanz, und zwar die Lipoidléser Benzol und Olivenél — eins der beiden 
untersuchten Lipoide (Lecithin oder Cholesterin), das Wasser den 
Farbstoff Trypanblau, der nach meinen Beobachtungen (l.c.) auf 
den genannten Grenzflichen kapillaraktiv ist. Dabei war in einer 
Gruppe der Versuche die Farbstoffkonzentration die unabhangige 
Variable, in der anderen Gruppe die Lipoidkonzentration. Im ersten 
Falle arbeitete ich mit konstanten Konzentrationen der Lipoidstoffe, 
und zwar mit folgenden: Lecithin, 0,01°,ige Lésung in Benzol und 
1°,ige Lésung in Olivenél; Cholesterin, 3°,ige Lésung in Benzol 
und 0,5°,ige Lésung in Olivenél. Die Resultate der Versuche dieser 
Gruppe sind in Tabelle [IX zusammenfassend dargestellt. In der anderen 
Versuchsgruppe war die Konzentration der Trypanlésung im Wasser 
konstant (1°). Die entsprechenden Versuchsresultate s. in Tabelle X. 

Die Ziffern der beiden Tabellen [LX und X zeigen, dab die Grenz- 
flachenspannung an den Grenzflachen Wasser—Benzol und Wasser— 
Olivenél durch gleichzeitige Anwesenheit von Lipoid und Trypanblau 
so beeinfluBt wird, als ob von den beiden kapillaraktiven Substanzen nur 
eine einzige vorhanden wdre, und zwar diejenige, welche bei gegebener 





Tabelle IX. 
aa Grenzflachenspannung 
eo in absol. Einheiten 
~ Lecithin Cholesterin. 

Reines Wassser—Loésung des Lipoids in Benzol . 6,0 43 
0,1 *ige Trypanblaulésung—Lésung des Lipoids in Benzol 6,0 4,2 
25 . ° ‘ > 7 oe 5.9 4,1 
05 , ® " " a a 6,0 4,0 
to “a 5.9 3,9 
Reines W asser —Lésung des Lipoids in Olivendl. . 4.9 13,4 
0,1 %ige Trypanblaulésung—Losung d. Lipoids in Olivendl 48 13,3 
0,25 ‘ Aa? Bes Be ‘ 4.9 13,1 
05 , e i - is - 7 4.9 12,9 


is . i _ e - . ~ 4.9 12,8 
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Tabelle X 
Grenzflachenspannunyg 
Grensfliche in absol. Einheiten 
Lecithin Cholesterin 

Reines Benzol—1°,ige Trypanblaulésung . . Kas 18.4 18,4 
0,00012 °,ige Lipoidlé sung—1°,ige Try panblaul ung. . 18,3 18,4 
0,00025  . a i. “ -— 18,4 18.4 
0.0005 9 9 » . 5 Se 17,6 18,4 
0,001 “ is a . ee 13,1 18,4 
0,01 . » ‘ - oy 5.8 18.4 
0,1 ‘ . " » — 1,2 18,2 
0,25 . ‘ . . — 1,14 18,0 
0,5 . ‘ - . Se - — 13,2 
1,0 7 » wah — 8,0 
Reines Olivendl—1°,ige Try paublaulosung ae — 13,8 13,8 
0,05 %ige Lipoidlésung—1 ° olge Trypanblaulosung . 9? 13,9 13.8 
0,1 . » » - ees 13.9 13.6 
0,125 , » ™ - ede 13,9 13,5 
025 . « ~ - sca 11,2 13.4 
— C« . . E: rake 7,9 13,2 


Konzentration die kapillaraktivere ist. So wurden z. B. fiir Lecithin in 
den Versuchen mit der Farbstoffkonzentration als unabhangiger 
Variabler (s. Tabelle IX) bei allen gebrauchten Farbstoffkonzentrationen 
praktisch gleich grobe Werte fiir die Grenzflachenspannungserniedrigung 
gefunden. Das Resultat dieser Versuche war ein solches, als ob die 
Lecithinlésung gegebener Konzentration (0,1 bzw. 1,0°,) mit reinem 
Wasser ohne Trypanblau in Beriihrung gebracht ware: Die Anwesenheit 
des bei gegebener Konzentration weniger kapillaraktiven Trypanblaus 
machte sich gar nicht kund. Ahnliches wurde in den Versuchen gefunden, 
in welchen die Lipoidkonzentration die variable GréBe war. (Siehe 
Tabelle X.) Hier wurde z. B. an der Grenzfliche Wasser— Benzol beim 
Gebrauch von 0,01- bis 0,001 °iger Lecithinlésungen, die augenscheinlich 
kapillaraktiver sind als eine 1 °,ige Trypanblaulésung, dieselbe Grenz- 
flachenspannungserniedrigung gefunden, welche an der Grenzflache 
mit reinem Wasser beobachtet wurde. Auch hier bleibt die Anwesenheit 
von Trypanblau ohne EinfluB. Anders aber beim Gebrauch schwacherer 
Lipoidlésungen (unter 0,0005°,). Diese Lésungen sind augenscheinlich 
weniger kapillaraktiv als eine 1 °,ige Trypanblaulésung, und die Werte 
fiir die Grenzflachenspannung sind in diesem Falle dieselben, wie sie 
eine 1°,ige Trypanblaulésung verursacht. Jetzt bleibt ohne Einflub 
die Anwesenheit des Lipoids. 

Die Ziffern der Tabelle IX und X zeigen, dab das eben Gesagte 
auch fiir Cholesterin gilt. Auch in Versuchen mit Cholesterin beobachtet 
man bei gleichzeitiger Anwesenheit von zwei kapillaraktiven Substanzen 
(Lipoid und Farbstoff) nicht die summierte Wirkung der beiden Sub- 
stanzen auf die Grenzflachenspannung, sondern eher eine isolierte 
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Wirkung derjenigen Substanz, die bei geqgebener Konzentration die kapillar- 
aktivere ist (vgl. z. B. Tabelle X, Versuche mit schwachen und mit 
starken Konzentrationen von Cholesterin auf der Grenzflache Wasser 
—Benzol). Einen ganz schwachen EinfluB scheint aber in Versuchen 
mit Cholesterin die zweite — minder aktivere — Substanz doch aus- 
zuiiben (vgl. Tabellen IX und X, Angaben iiber 0.5 und 1,0°,ige Chol- 
esterin- bzw. Trypanblaulésungen). Zur Erklarung der von mir beob- 
achteten Erscheinungen sei folgendes bemerkt: 

Es ist gut bekannt (s. Héber', Michaelis und Rona*. Freundlich 
und Peser* u. a.), daB bei gleichzeitiger Anwesenheit mehrerer adsorbier- 
baren Substanzen die grenzflachenaktivere die anderen aus der Ober- 
bzw. Grenzflache zum Teil verdrangt. In meinen Versuchen hat man 
auch nur mit einer einzigen Grenzflache zu tun, an der sich nicht eine, 
sondern gleichzeitig zwei Substanzen (Lipoid und Farbstoff) anhaufen 
kénnen. Somit liegt der Gedanke nahe, dab die von mir beobachtete 
Erscheinung der isolierten Wirkung der kapillaraktiven Substanz 
gerade durch solche ,,Verdrangung™ der wenig aktiven Substanz durch 
die mehr aktive verursacht wird. 

AuBer dieser Méglichkeit muB man aber auch mit einer anderen 
rechnen. Es ist namlich festgestellt worden (S. Loewe, }. c.), daB Lecithin 
in Lésung die Eigenschaft besitzt, organische Farbstoffe zu adsorbieren 
Méglicherweise bleibt gerade deswegen die Anwesenheit von Trypanblau 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Lecithin ohne EinfluB auf die Grenz- 
flachenspannung, weil die Farbstoffmolekiile von Lecithinteilchen 
adsorbiert werden und deshalb ihre direkte Wirkung im Sinne einer 
Grenzflachenspannungserniedrigung abgeschwacht wird. Von diesem 
Standpunkte aus wird verstandlich, warum in Versuchen mit Chol- 
esterin auch die zweite — minder aktive — Substanz ihren Einflub 
auf die Grenzflachenspannung zum Teil ausiibt: wir wissen namlich 
(Loewe, ebendaselbst), daB Cholesterin in Lésung Farbstoffe zu ad- 
sorbieren nicht imstande ist. 

Welche von den beiden Moéglichkeiten die richtigere ist, miissen 
weitere Versuche zeigen. Ubrigens schlieBen sie einander gar nicht aus. 


Zusammenfassung. 


Die von mir ausgefiihrten Versuche zeigen ganz deutlich, dab 
die beiden untersuchten Lipoide — Lecithin und Cholesterin — an 
der Grenzflache Wasser—Lipoidliser (Benzol oder Olivendél) stark 
kapillaraktiv sind. Diese Tatsache bekrdftigt die Annahme iiber die 


' R. Héber, Physikal. Chemie der Zelle und Gewebe, 5. Aufl., 1924, 
8.171, 172. 

2 L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 15, 196, 1908. 

° H. Freundlich und Peser, Kolloidchem. Beih. 6, 297, 1914. 
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Lokalisation dieser Lipoide an der Grenzschicht: Protoplasmaoberflach¢ 
—duperes Medium (,,Plasmahaut**, Héber, |. c.). Denn von verschiedenen 
Grenzflachen wird wohl die Grenzflache Wasser—Lipoidléser der in 
Frage kommenden Grenzflache: Protoplasmaoberflache—auBeres Me- 
dium am nachsten stehen. 

Ferner scheint von Interesse zu sein die geradezu enorme Kapillar- 
aktivitat des Lecithins an der Grenzflache Wasser—Benzol. Diese 
Fahigkeit des Lecithins, in auBerst schwachen Lésungen (1 : 400000 
die Grenzflachenspannung zweier unmischbarer Fliissigkeiten noch 
ganz deutlich zu erniedrigen, erlaubt anzunehmen, dab gerade dem 
Lecithin die wichtige Rolle des Regulators der Ober- bzw. Grenzflichen- 
spannung der Protoplasmaoberflache zukommt. Denn auBerst geringe 
Anderungen in seinem Gehalt kénnen sehr bedeutend die Grenzflachen- 
spannung zweier unmischbarer Flissigkeiten beeinflussen. Ein etwas 
Plus oder Minus von Lecithin wiirde die Ober- bzw. Grenzflachen- 
spannung der Plasmahaut stark verandern und dadurch eine Anzahl 
von physiologischen Zellprozessen beeinflussen, so z. B. die Bewegungs- 
erscheinungen, die bekanntlich (s. Rhumbler' u. a.) zur Oberflachen- 
spannung in nachster Beziehung stehen. 

Ferner spricht manches dafiir, dab wir gerade im Lecithin die 
Substanz haben, deren schwankender Gehalt an der Protoplasmaoberflache 
die Erscheinungen der sogenannten Anderung der Permeabilitdt (vgl 
Hober, |. c., 8. 541) zu erkldren vermag. Nehmen wir z. B. den Fall der 
Vitalfarbung mit Trypanblau. In der von der Farblésung umspiilten 
Zelle haben wir dasselbe System zweier fliissiger Phasen, die zwei 
verschiedene kapillaraktive Substanzen enthalten, wie in meinen Ver- 
suchen mit dem System: Wasser +- Trypanblau— Lipoidléser — Lipoid 
(s. oben). Im Falle einer von Tryparblaulésung umspiilten Zelle ist 
die erste Phase die Farbstofflésung, die zweite die Protoplasmaober- 
flache mit den in ihr enthaltenen Lipoidstoffen. Nun zeigten meine 
Versuche, daB in solchem System diejenige Substanz die Grenzflachen- 
spannung erniedrigt und an der Grenzschicht sich anhauft, welche 
bei gegebener Konzentration die kapillaraktivere ist. Ist es der Farbstoff, 
so befindet er sich dann — an der Protoplasmaoberflache angehauft 
in giinstigsten Bedingungen fiir das Eindringen in die Zelle selbst 
(vgl. Traube"); ist es dagegen Lecithin, so fehlen giinstige Bedingungen 
fiir die Arhaufung des Farbstoffs an der Protoplasmaoberflache, also 
auch fiir die Permeabilitat der Zelle fiir den Farbstoff, denn das kapillar- 
aktive Lecithin ,,verdringt’‘ den Farbstoff aus der Grenzflache. 

Somit haben wir in der wechselnden Lecithinkonzentration an 
der Protoplasmaoberfliche eine Art Mittel, die Anhaufung an der 


1 J. Traube, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 511, 1910; 140, 
109, 1911, und zahlreiche andere Schriften. 


21° 
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Protoplasmaoberflache anderer kapillaraktiver Substanzen zu_beein- 
flussen: schwache Lecithinkonzentrationen bieten solchen ,,Anhaufun- 
gen’ gar keine Hindernisse, starke Konzentrationen kénnen sie durch 
.. Verdrangung* bedeutend hemmen. 

Falls wir es mit Substanzen zu tun haben. die von Lecithin ad- 
sorbiert werden, wie z. B. Farbstoffe (vgl. Loewe, |. c.), so gestalten sich 
die Verhaltnisse etwas anders: je mehr Lecithin namlich an der Proto- 
plasmaoberflache vorhanden ist, desto gréBer wird die absolute Menge 
des adsorbierten, also an der Protoplasmaoberflache angehauften 
Farbstoffs. 

In beiden Fallen ist die Rolle des Lecithins in den Permeabilitats- 


erscheinungen eine sehr grobe. 


SchluBfolgerungen. 

1. Lecithin und Cholesterin erweisen sich als deutlich kapillar- 

aktive Substanzen an den Grenzflachen Wasser—Benzol und Wasser 

Olivenél, sowohl in den Fallen, wenn sie in Lipoidléser gelést, als 
auch dann, wenn sie im Wasser emulgiert bzw. suspendiert gebraucht 
werden. 

2. Im allgemeinen erweisen sich die beiden genannten Lipoide an 
der Grenzflache Wasser— Benzol kapillaraktiver als an der Grenzflache 
Wasser — Olivendl. 

3. Von den beiden Lipoiden ist Lecithin bedeutend kapillaraktiver 
als Cholesterin, besonders an der Grenzflache Wasser—Benzol. An 
der letztgenannten Grenzflache zeichnet sich Lecithin durch eine sehr 
starke Kapillaraktivitat aus: Grenzflachenspannungserniedrigung ver- 
ursachen noch Lésungen von der Konzentration | : 400000. 

4. Im allgemeinen erweisen sich die beiden genannten Lipoide 
kapillaraktiver in Form von Lésungen in Lipoidlésern als in Form von 
Emulsionen bzw. Suspensionen im Wasser. 

5. Die Grenzflichenspannung an den Grenzflachen Wasser— 
Benzol und Wasser—Olivenél wird durch die gleichzeitige Anwesenheit 
von Lipoid im Lipoidléser und von Trypanblau im Wasser so beeinfluBt, 
als ob von den beiden kapillaraktiven Substanzen nur eine einzige 
vorhanden wire, und zwar diejenige, welche bei gegebenner Kon- 
zentration die kapillaraktivere ist. 

6. Die angefiihrten Beobachtungen machen die angenommene 
Lokalisation des Lecithins und des Cholesterins an der Protoplasma- 
oberflache vom physikalisch-chemischen Standpunkt aus verstandlich. 

7. Lecithin kann als eine Substanz angesehen werden, die die 
Oberflichenspannung und den Permeabilitatsgrad der Protoplasma- 
oberflache durch seine Konzentrationsanderungen reguliert. 








Zur Frage der Umwandlung des Blutfarbstoffs in Gallenfarbstoff. 


Von 
Else Pollak. 


(Aus dem organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 
Miinchen '.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1928.) 


In einer vorlaufigen Mitteilung hatten Brugsch und Pollak* gezeigt, 
daB durch Einwirkung von Brenzkatechin auf Hamin ein Farbstoff 
entstande, der spektroskopisch und kolorimetrisch die Reaktionen 
eines Gallenfarbstoffs gabe. Auch in physiologischer Hinsicht wies 
die erhaltene Substanz, deren Darstellung im experimentellen Teile 
beschrieben ist, Eigenschaften auf, die dem Verhalten des tierischen 
Bilirubins ahnlich waren. 

Es wurde nun neuerdings die Reindarstellung der Substanz in 
Angriff genommen, und wenn die Ausbeute auch sehr schlecht war, 
so gelang es doch, so viel zu isolieren, dab die Elementaranalyse méglich 
war. Diese ergab Zahlen, die auf die Formel C,,H,,N,O, gut stimmten 
Das Molekulargewicht konnte nach Rast mit 300 bis 330 festgelegt 
werden, so daB damit die obige Formel begriindet ist. Der Kérper 
gibt ein gut kristallisierendes, intensiv blau gefarbtes Chlorhydrat 
mit einer spektroskopischen Absorption in Orange. Die Analyse ergab 
im Kohlenwasserwert Zahlen, die auf ein Dichlorhydrat obigen Kérpers 
stimmen, der Halogenwert aber auf ein Monochlorhydrat. Leider hat 
das Material zu naherer Untersuchung nicht mehr gereicht. Aus dem 
bisherigen Ergebnis folgt, daB es sich nicht um Bilirubin handeln 
kann, denn die rotgelbe Chloroformlésung des Kérpers lat sich nicht 
mit Natronlauge oder Ammoniak ausschiitteln, wie das mit Bilirubin 
als Dicarbonsaure der Fall ist. Auch die Molekulargewichtsbestimmung 
ist mit Bilirubin nicht vereinbar, es kénnte sich also nur um ein Blut- 
farbstoff- oder Gallenfarbstoffabbauprodukt handeln. Die an Bilirubin 
erinnernden Farbreaktionen sind dadurch bedingt, daB der Kérper 


1 Die vorliegende Arbeit entstand 1924 auf Anregung und zuerst 
gemeinsam mit Professor Brugsch in der Il. Med. Klinik der Charité, 
Geheimrat Kraus, und wurde 1928 in dem obengenannten Institut beendet. 

2 Diese Zeitschr. 147, 253, 1924. 
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mit Saiuren nach Blau umschlagt. Die empirische Formel des Koérpers 
kommt nun einem Blutfarbstoffderivat nahe, die Dipyrrylmethene 
reagieren ja auch mit Mineralsduren unter Farbvertiefung. Es handelte 
sich nun darum, festzustellen, ob in dem Korper Pyrrol nachweisbar 
wire oder nicht. Die Eisessig-Jodwasserstoffreduktion verlief nach 
dieser Richtung hin vollkommen negativ. Weiter wurde dann Bilirubin 
auf sein Verhalten bei der Zinkstaubreduktion untersucht und fest- 
gestellt. daB bei der Zinkstaubdestillation von 1 mg Bilirubin im 
Alkoholauszug in 10 bis 12 Tropfen, bei einem Gesamtextrakt von 
2 bis 3 ccm eine intensive Ehrlichsche Reaktion auftrat. Auch zeigte 
die alkoholische Lésung eine schwache, aber deutliche .,Urobilin’’- 
Fluoreszenz. Nach diesen Feststellungen wurden 1'/, mg des neuen 
Korpers in analoger Weise mit Zinkstaub behandelt. Der alkoholische 
Extrakt war hier gelbrot gefarbt, ahnlich wie der urspriingliche Farb- 
stoff; mit Ehrlichs Reagens versetzt, trat Blaufarbung ein. Offenbar 
ist der Kérper selbst gegen Erhitzen mit Zinkstaub auf hohe Temperatur 
zum Teil resistent. Nach diesen Feststellungen kann in dem Koérper 
kein Pyrrol enthalten sein. 

Um den Kérper zu erzeugen, ist die Anwesenheit von Hamin nicht 
unbedingt notwendig. Mit Atiohamin gelang es zweimal, den kristalli- 
sierten Kérper zu erhalten, in einem dritten Ansatz konnte sein Ent- 
stehen nicht festgestellt werden. In Vorversuchen gelang es mit Atio- 
phyllin, mit einem Rohauszug von Tannennadeln, ebenso auch mit 
Hefe, die Farberscheinungen zu erhalten, so daB auf einen ahnlichen 
Verlauf der Reaktion geschlossen werden kann, aber die Isolierung 
kristallisierten Materials ist, da erst mit kleinen Mengen gearbeitet 
wurde, noch nicht gelungen, jedoch werden die Versuche fortgesetzt. 

Wie schon oben ausgefiihrt ist, kann es sich bei dem Kéorper 
CygH,.N,O, nicht um ein Pyrrolderivat handeln, es sei denn, dab es 
einen noch vollkommen unbekannten Typ darstellen wiirde. Definitiv 
widerlegt ware die Pyrrolnatur, sobald die Erzeugung des kristallisierten 
Kérpers ohne Hamin gelingen wiirde. Es wurden zahlreiche Versuche 
gemacht, dies festzustellen, bis jetzt ohne Erfolg. Lediglich Chinon 
hatte nach den auBeren Farberscheinungen denselben Effekt, in Tetra- 
chlorkohlenstoff wurde der gelbe Farbstoff beobachtet, mit Salzsaure 
trat der charakteristische Farbenumschlag nach Blau ein, aber es gelang 
nicht, kristallisiertes Material zu erhalten. 


Experimenteller Teil. 


Einwirkung von Brenzcatechin auf Hdmin. 


0,1 g Hamin wurde in 200cem 96°,igen Alkohol unter Zugabe 
von 10 cem Ammoniak auf dem Wasserbad bis zur vollstandigen Lésung 
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erwarmt. 04g Brenzkatechin wurden in 10 cem Alkohol gelést und 
gut mit der Haminlésung geschiittelt, etwa 1 Stunde auf dem Wasser- 
bad erwarmt und dann langere Zeit im Thermostaten bei 57° stehen- 
gelassen. Meist nach ganz kurzer Zeit fallen die Benzidin- oder 
Pyramidonproben negativ aus, und eine Probe der Lésung gibt nach 
Ausziehen mit Tetrachlorkohlenstoff und Versetzen mit 10°, iger 
Salzsiure, nach Umschiitteln, eine dunkelblau gefarbte Ausflockung. 
Zur Gewinnung einer geniigenden Menge Substanz, die Ausbeute ist 
héchstens 1°,,. werden die Ansatze zweckmabig 14 Tage bis 4 Wochen 
stehengelassen und dann in folgender Weise aufgearbeitet. Die tief- 
dunkelrot gefarbte alkoholische Lésung, die in der Durchsicht einen 
blaulichen Schimmer hat, deren Geruch sehr aromatisch ist, wird auf 
dem Wasserbad zur Trockne verdampft, oder man destilliert den 
Alkohol ab. Der schwarze hinterbleibende Riickstand wird mit Tetra- 
chlorkohlenstoff so lange extrahiert, wie die Lésung gelb gefarbt ist, die 
vereinigten gelben Lésungen werden im Schitteltrichter mit destilliertem 
Wasser ausgeschiittelt, bis das Waschwasser, mit Eisenchlorid versetzt, 
keine Spur einer Griinfarbung mehr gibt. Die vereinigten so gereinigten 
Tetrachlorkohlenstoffausziige werden abdestilliert tnd vom Tetra- 
chlorkohlenstoff befreit, der Kolbeninhalt, in eine Kristallisier- 
schale gegossen, zeigt nach dem Verdunsten gut ausgebildete gelbe 
Nadeln. Diese lésen sich in Chloroform mit rotgelber Farbe und sind 
eisenfrei. Versetzt man diese Chloroformlésung mit wenigen Kubik- 
zentimetern 10° .iger Salzsaure und schiittelt gut durch, so entsteht 
sofort eine tiefdunkelblau gefarbte Ausflockung, die man von der 
Chloroformschicht abtrennt. Diese wird bis zur Erschépfung mit 
Salzsdure ausgeschiittelt. die Salzsdureausziige werden eingeengt, es 
kristallisieren blauviolette Nadeln heraus. Beim Lésen mit Ammoniak 
schlagt die Farbe in Rot um. Diese rote Lésung geht mit gleicher 
Farbe in Chloroform tiber, nach dessen Abdunsten sehr gut ausgebildete 
gelb-blaustichige, 6fters zu Biischeln vereinigte Nadeln auskristallisieren, 
die aus Pyridinwasser umkristallisiert werden. 

Der Schmelzpunkt dieser, bei 110° zur Konstanz getrockneten 
Substanz ist korrigiert 192 bis 193°, das Chlorhydrat zersetzt sich bei 
210° (korrigiert). 

Die Elementaranalyse dieser Substanz, ausgefiihrt nach der Preglschen 
Mikromethode, ergibt folgende Werte: 

Einwage: 3,473 mg Substanz bei 20° und 719mm Quecksilber gaben 
0,289 cem Vol. N = 9,17°% N. 

CyeHygN,0,. Ber.: 63,78% C, 5,64% H, 9,30% N. 

Gef.: 64,18% C, 5,70° H, 9,17% N. 


Molekulargewicht nach Rast: 300, 330. 
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Die Chloroformlésung der Substanz 1aBt sich nicht durch Natron- 
lauge oder Ammoniak ausschiitteln, sie schlagt mit Sauren nach Blau 
um und wird durch Ammoniak oder Pyridin wieder rot. Der Korper 
kristallisiert aus Ather, Essigester, Pyridin, Tetrachlorkohlenstoff, in 
gelben, etwas blaustichigen, 6fters zu Biischeln vereinigten Nadeln 
aus. Er lost sich in Eisessig mit roter Farbe und zeigt spektroskopisch 
einen Streifen im Griin. Die Kristalle sind luftbestandig, sie verwittern 
nicht innerhalb 24 Stunden. Sie sind in Wasser unldéslich. Spektro- 
skopisch verhalt sich die Substanz, in Pyridin gelést und mit Hydrazin- 
hydrat versetzt, folgendermaBen: 

Spaltweite: '/,, mm. 

Volistandige Auslischung ab 534.5. 

Die Eisessig-Jodwasserstoffreduktion ergab kein Pyrrol. 

Die Reduktion mit Zinkstaub wurde mit 1'/, mg der Substanz und 
50 mg Zinkstaub ausgefiihrt. Die Substanzen wurden bei 300 bis 400° 
einige Zeit erhitzt. Der vom Zinkstaub abfiltrierte alkoholische Auszug 
fluoreszierte nach Rot, er gab mit dem LZhrlichschen Reagens Blau- 
farbung, wie sie die urspriingliche Substanz mit Sauren gibt, ein Hin- 
weis, dab der Koérper sich gegen die Einwirkung des Zinkstaubs resistent 
erweist. Zum Vergleich wurde die gleiche Reaktion mit 1 mg Bilirubin 
ausgefiihrt. Hier entstand im alkoholischen Auszug die griine Fluoreszenz 
wie bei der klinischen Urobilinreaktion, mit dem Ehrlichschen Reagens 
trat sofort die charakteristische Rotfarbung auf, wie die Pyrrole sie 
geben, mit dem typischen Spektralbefund. 


Chlorh ydrat. 


Das Chlorhydrat, zweimal umkristallisiert, Zersetzungspunkt 210°, 
ergab folgende Analysenwerte : 
51.98% C, 5.08%, H, 10,35°, CL. 


Bearbeitung des Riickstandes des Tetrachlorkohlenstojfiauszugqes 
von der Haminaufarbeitung. 

Der nach dem Ausziehen mit Tetrachlorkohlenstoff verbleibende 
schwarze Riickstand wurde mit 5° ,iger Schwefelsaure gut ausgeschiittelt, 
der Schwefelsiureauszug mit Ather wiederholt geschiittelt, der so 
behandelte Atherauszug mit Petrolither versetzt und abgedunstet. 
Es gab keine Kristallisation von Hamatinsdure. Spektroskopisch gab 
der geliste schwarze Riickstand kein Haminspektrum mehr; in der 
alkoholisch-ammoniakalischen Lésung war die Reaktion auf Brenz- 
katechin negativ. Eisen war im Riickstand vorhanden. 

In gleicher Weise wie Hamin wurde Atiohamin bearbeitet, und die 
Reaktion verlief bei drei Versuchen zweimal wie bei der Aufarbeitung 
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des Hamins. Beim dritten Male jedoch wurde beim Versetzen des 
blauen Chlorhydrats mit Ammoniak die Lésung nicht rot, sondern sie 
blieb blau, beim Ausschiitteln mit Chloroform blieb der Auszug zuerst 
farblos und wurde dann griin. Bei den ersten beiden Versuchen erwies 
sich die erhaltene Substanz in bezug auf Schmelzpunkt, Kristallisations- 
form, spektroskopisches Verhalten und Chlorhydrat dem aus der 
Haminaufarbeitung erhaltenen Korper analog. 

LaBt man Brenzkatechin ohne Zusatz von Ammoniak auf frisches 
Blut einwirken, so fallt manchmal in kirzester Zeit, manchmal nach 
einigen Minuten, die Benzidin- und Pyramidonprobe negativ aus. 


Versuche zur Herstellung eines Kondensationsproduktes des Brenzcatechins 
mit Substanzen, die eine Vierkohlenstoffkette besitzen. 
Dioxyweinsaure. 

lg Dioxyweinsaure, gelést in 200 ccm Alkohol unter Zufiigung 
von 10cem Ammoniak und 4g Brenzkatechin, gelést in Alkohol, mit 
einer Spur Ferrosulfat hinzugefiigt, wurden genau in derselben Weise, 
wie eben beschrieben, gut durchgeschiittelt und 1 Stunde auf dem 
Wasserbad erwirmt. Zu gleicher Zeit wurde ein zweiter Ansatz von 
3g Dioxyweinsiure mit 12g Brenzkatechin, Ammoniak, aber ohne 
Eisen, in gleicher Weise wie oben angesetzt. Weder gleich, noch nach 
48stiindigem Stehen bei 57°, noch nach achttagigem Stehen verhielt 
sich die Substanz wie die oben beschriebenen. Aus dem Alkohol- 
abdampfriickstand lieB sich nicht ein gelber Auszug mit Tetrachlor- 
kohlenstoff erhalten, die Lésung gab nicht mit Salzsaure Blaufarbung 


Seignettesalz. 
1 g Seignettesalz wurde in gleicher Weise wie die Dioxyweinsaure 
behandelt, das Resultat war das gleiche negative. 


Maleinsaure. 

Maleinsiure wurde in gleicher Weise wie die Dioxyweinsaure 
behandelt. Der Tetrachlorkohlenstoffauszug war nach dem Auswaschen 
ganz schwach gelb gefirbt, jedoch gab nach dem Abdampfen dieses 
Auszuges der fast farblose Chloroformextrakt der zuriickbleibenden 
Substanz mit Salzsaure keinerlei Blaufarbung. 


Chinon. 


0,1 g Chinon, in 100cem Alkohol gelést, wurde unter Zufiigung 
von 5cem Ammoniak und 12 g Brenzkatechin in alkoholischer Lésung 
gemischt und auf dem Wasserbad erwarmt. Nach kurzer Einwirkung gab 
eine Probe dieser Lésung, eingedampft, mit Chloroform aufgenommen, 
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mit Wasser gewaschen, mit Salzsaure versetzt. eine starke Blaufarbung. 
Die Hauptmenge wurde 8 Tage stehengelassen, bei 57°, der Alkohol 
abgedunstet, der Riickstand in Tetrachlorkohlenstoff aufgenommen, 
ausgewaschen bis zum Aufhéren der Eisenchloridreaktion, der Tetra- 
chlorkohlenstoff abgedunstet und der Riickstand mit Chloroform auf- 
genommen. Dieser wurde mit 10°,iger Salzsaure versetzt. Er gab 
keine Ausflockung, sondern eine dunkelblaue Lésung. Diese Lésung 
wurde von der Chloroformschicht getrennt, mit Ammoniak versetzt und 
diese ammoniakalische Lésung wieder mit Chloroform ausgeschiittelt. 
Das Chloroform wurde abgedunstet, der Riickstand in Pvyridinwasser 
gelést und zur Kristallisation langere Zeit stehengelassen. Nach 
10 Tagen war keine Kristallisation eingetreten, auch nach wiederholter 
Behandlung mit Ather, Aceton und Pyridin war nur ein Gemisch 


amorpher Formen vorhanden. 


Kontrollversuche mit Brenzcatechin ohne Hdadmin oder dhnliche Substanzen. 


Eine Reihe von Versuchen wurde angestellt, um die Farbstoff- 
entstehungen bei der Einwirkung von Ammoniak auf Brenzkatechin 
mit und ohne Zusatz von Eisen zu untersuchen. Zu diesem Zwecke 
wurden alkoholisch-ammoniakalische Lésungen von Brenzkatechin 
mit und ohne Eisen unter den gleichen Bedingungen wie die Hamin- 
ansatze aufgestellt. Desgleichen wurde die Einwirkung von Sauerstoff, 
Stickstoff oder Luft auf Brenzkatechinansétze mit und ohne Eisen 
beobachtet. Alle Ansatze ergaben nach etwa sechs- bis zehntagigem 
Stehen im Brutschrank bei 57° bei der Behandlung mit Tetrachlor- 
kohlenstoff, nach dem Ausziehen stets farblose Lésungen, so da es 
bei keinem der Versuche durch Zusatz von Sauren zu einer Farbstoff- 
bildung kam. 

Herrn Geheimrat Hans Fischer, der mir die Ausfiihrung eines Teiles 
der hier beschriebenen Arbeit aufs freundlichste in seinem Institut ermég- 
lichte, sowie seinem Assistenten, Herrn Dr.-ing. Fritz Schwerdtel, spreche 
ich hierdurch meinen verbindlichsten Dank fiir ihre wirksame Unterstiitzung 


aus. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, sowie der Familie 
Lachmann danke ich aufrichtig an dieser Stelle fiir die mir zu dieser Arbeit 
zur Verfiigung gesteilten Mittel. 











Uber das Verhalten von Aldol im Tierkérper und in frischen 
Organbreien. 


Von 
Fritz Lieben und Gabriele Ehrlich. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener Physiologischen 
Universitatsinstitut. ) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1928.) 


Die Aldolkondensation wurde 1872 von Ad. Wurtz am Acetaldehyd 
entdeckt, von Adolf Lieben und seinen Schiilern an zahlreichen Bei- 
. . ‘> . . . . 
spielen studiert'. Uber die Biochemie dieses, als Oxyaldehyd den 
" q ] . . . 
Zuckern? nahestehenden Stoffes, der durch seinen Ubergang in £-Oxy- 
buttersaure auch mit den Fetten zusammenhangt, ist nicht sehr viel 
bekannt, und doch bietet gerade seine Stellung zwischen den beiden 
genannten groBben Stoffwechselgruppen ein gewisses Interesse. 

Von Versuchen mit physiologisch-chemischer Fragestellung beim Aldol 
seien erwahnt: die wichtige Arbeit von Friedmann*®, der bei der Durch- 
blutung der iiberlebenden Hundeleber Bildung von Aceton und Acet- 
essigsfure aus zugesetztem Aldol konstatieren konnte; die Reduktion des 
Aldols zu f-Butylenglykol durch Hefe, welche Neuberg und Kerb‘ be- 
schrieben; zur Ziichtung von Pilzen (Gewinnung von Eiweif auf bio- 
chemischem Wege) wurde u. a. Aldol von Ehrlich verwendet*. Momose* 
(unter Friedmann) konnte bei Durchblutungsversuchen in der iiberlebenden 
Hundeleber mit Malonséure das Auftreten von Aldol neben Aceton wahr- 
scheinlich machen. Knoop und Jost’ fanden bei Verfiitterung von 4¢ 


1 Zusammenfassung: Ad. Lieben, Monatsh. f. Chem. 22, 289, 1901. 
Aldol gibt nicht alle Reaktionen der Zucker; vgl. H.C. Milius und 
N.N. Schoorl, zitiert nach Chem. Centralbl. 1916, II, 896. 

3 E. Friedmann, Hofmeisters Beitr. 11, 202, 1908. 
* C. Neuberg und E. Kerb, diese Zeitschr. 92, 96, 1918. 
5 F. Ehrlich, D.R.P. zitiert nach Chem. Centralbl. 1919, IV, 462. 
. Momose, Journ. of Biochem. Tokyo 4, 441, 1924. 
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7 F. Knoop und H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 55, 1924. 
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Aldol an einen kleinen Hund den Milchséure- und Zuckerspiegel des Blutes 
unbeeinfluBt. Uber die Stellung des Aldols im Géarungsschema nach 
Neuberg, s. dessen Darstellung'; Binder-Kotrba*® (unter Neuberg) beob- 
achtete die Dismutation des Aldols zu $-Butylenglykol und $-Oxybutter- 
séure durch Bact. ascendens. SchlieBlich sei auf die Arbeit von Smedley 
McLean und Hoffert® verwiesen, in der die Wirkung von Hefen auf Aldol 
neben zahlreichen anderen Substanzen untersucht wurde; es wurde bei 
diesem Stoff unter den gewahliten Versuchsbedingungen keinerlei Ver- 
anderung im Kohlehydrat- oder Fettgehalt der Hefe gefunden. 


Es erschien der Miihe wert. zu versuchen, unsere Kenntnisse vom 
Verhalten des Aldols bei Zusatz zu Organbreien etwas auszudehnen 
und weiter Versuche am lebenden Tiere anzustellen, dem Aldol subkutan 


beigebracht worden war. 


Bei der Wahl der Bestimmungsmethoden war es fiir uns von 
Belang, ein Aldolbestimmungsverfahren zu benutzen, bei dem die An- 
wesenheit von Zucker nicht stért und umgekehrt ein Zuckerbestimmungs- 
verfahren, dessen Werte durch die Anwesenheit von Aldol nicht tangiert 
werden. Eine Trennung von Aldol und Zucker durch das bekannte 
Kupfer-Kalkverfahren diirfte nach Dische und Laszlo* nicht quantitativ 
sein. Die erwahnte gegenseitige Unabhangigkeit der Bestimmungs- 
methoden war aber fiir uns um so wichtiger, als auch Versuche am 
Phlorrhizintier beabsichtigt waren. 


Unsere Versuche nach dieser Richtung ergaben, daB bei der Zucker- 
bestimmung nach Pavy-Kumagawa-Suto® anwesendes Aldol in keiner 
Weise stort, ferner, daB das bekannte Aldehydbestimmungsverfahren 
von Ripper® auf Aldol auch in Anwesenheit von Zucker anwendbar 
ist; hingegen stéren gréBere Mengen von Aceton die Resultate be- 
trachtlich. 

Das von uns benutzte Praparat (von Schuchardt) lag in der Form 
des zihen Aldols vor, in die sich die fliissige beim Stehen nach kurzer 
Zeit verwandelt und das mit dem sogenannten ,,Paraldol” identisch 
ist; gegeniiber der fliissigen Form liegt eine Polymerisation, besser 
Molekelassoziation vor, bei der sich lediglich die physikalischen Eigen- 


1 C. Neuberg in Oppenheimers Handb. d. Biochem., II. Aufl., 2, 483; 
ferner St. Bakonyi, diese Zeitschr. 169, 125, 1925. 

2 G. Binder-Kotrba, diese Zeitschr. 174, 448, 1926. 

3 J. Smedley McLean und D. Hofjert, Biochem. Journ. 20, 343, 1926 
(s. speziell Tabelle, 8. 350); dort Literatur. 

* Z. Dische und D. Laszlo, diese Zeitschr. 187, 344, 1927 (s. spez. 
S. 360f.). 

5 Vgl. Beschreibung in Hoppe-Seyler und Thierfelders Handb. d. 
chem. Analyse, 9. Aufl., 1924, 5S. 731. 

® M. Ripper, Monatsh. f. Chem. 21, 1079, 1900. 
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schaften der Verbindung andern'. Die wasserige Lisung wird daher 
kurz als Aldollésung bezeichnet. 

Die Titration mit Jod und Thiosulfat nach Ripper bei einer solchen 
Lisung ergab nun leidliche Ubereinstimmung bei Zugrundelegung 
des doppelten Mol.-Gewichts (176); jedoch gaben dann allzu kleine 
Aldolkonzentrationen zu hohe Werte (offenbar wegen partieller Disso- 
ziation zu monomolekularem Aldol); ist andererseits der Uberschuf 
des vorgelegten Kaliumbisulfits im Vergleich zur Aldolmenge zu klein, 
so ist die Bindung (Aldol-Bisulfit) offenbar unvollstandig und man 
erhalt zu niedrige Werte. Es empfiehlt sich ferner, vor der Titration 
mit Jod die Aldollésung mit dem Bisulfit etwa 20 Minuten stehen 
zu lassen. 

Z. B. 25cem Aldollésung (enthaltend 0,0527 g in 8°,iger Trauben- 
zuckerlésung) stehen mit 25cem KHSO, (1,2°,ig) 20 Minuten in ver- 
schlossener Flasche; riicktitriert mit n/10 Jod; verbraucht werden 6,3 cem 
n/10 J, dies entspricht (fiir Aldol, Molekulargewicht = 176): 0,0561 g, 
das sind 106%. 

Versuche dieser Art mit und ohne Zuckerzusatz wurden auch im 
Hundeharn ausgefiihrt, und zwar erfolgte der Aldol- bzw. Zucker- 
zusatz sowohl zum Phosphorwolframsaurefiltrat des Harns als zum 
urspriinglichen Harn, der dann erst mit Phosphorwolframsaure aus- 
gefallt wurde. Die Aldol- und Zuckerbestimmungen wurden nach Be- 
seitigung der Phosphorwolframsaure durch Atzbaryt und der Ba” durch 
H,SO, vorgenommen. Bei den Aldolbestimmungen kommt nun eine 
sehr stérende Unsicherheit durch den Umstand hinzu, da®B der Harn 
auch ohne Aldol- oder Aldehydzusatz ein deutliches Bisulfitbindungs- 
vermoégen aufweist (das Jodbindungsvermégen des Harns ist minimal), 
das auBerdem von Tag zu Tag beim selben Versuchstier nicht un- 
betrachtlich schwankt (in Kubikzentimeter n/10 J ausgedriickt z. B. 
von 4 bis 6cem pro 100 ccm Harn; bei einem anderen Versuchstier 
waren die Werte niedriger: im Mittel etwa entsprechen 2,6 ccm n/10 J 
100 cem Harn) 

Z. B. 120ccm Harn + 60cem Aldollésung, enthaltend 0,339 g¢ Aldol 
+ 7,14g Zucker; nach Phosphorwolframséurefallung, Beseitigung der 
Phosphorwolframsaéure usw. gibt das zehnfach verdiinnte Harnfiltrat im Mittel 
104°, des berechneten Wertes fiir Zucker; 100 ccm Filtrat, die 0,0804 g 
Aldol enthalten sollen, geben nach 20 Minuten langem Stehen mit 25 ccm 
KHSO, (1,2°%ig) einen Verbrauch von 12,2cem n/10 Jod; das Bisulfit- 
bindungsvermdégen fiir 100 cem Harnfiltrat wurde im Mittel als entsprechend 
2ccem n/10 J angenommen; auf das Aldol entfallen daher 10,2 cem n 10 J, 
was 0,0907¢ Aldol, das sind 112°, der berechneten Menge, bedeutet. 
Der Fehler entsteht hauptséchlich durch die Unsicherheit betreffs des 
Bisulfit bindungsvermégens. 


! Vgl. hierzu die ausgezeichnete Darstellung von L. Kohn, Monatsh. 
f. Chem. 21, 80, 1899. 
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Neben den Bestimmungen von Aldol und Zucker war es auch 
notwendig, die S-Oxybuttersaure- und Acetonausscheidung im Harn 
zu messen. Dies geschah nach dem rasch ausfiihrbaren und exakten 
Verfahren von van Slyke’. 

Es trat dabei die Frage auf, ob Aldol, das ja der Kupfer-Kalk- 
fallung zum gréBten Teile entgeht (s. oben), bei der Quecksilberfallung 
nach van Slyke mitfallt und so die B-Oxybuttersdurebestimmung usw 
stért; dies ist tatsachlich der Fall. Ein Versuch nach van Slyke mit 
Aldol allein ergab, daB nach 20 Minuten langem Kochen ohne RiickfluB- 
kiihler etwa 25°, des Aldolzusatzes noch im Hg-Bichromatnieder- 
schlag gefunden werden. Durch langeres Kochen kann man nun Aldo! 
beseitigen und erhalt dann bei einem Versuch mit Aldol und £-Oxy- 
buttersaure annahernd richtige Werte fiir die letztere: 

Z. B. 25cem Aldollésung (enthaltend 0,125 g) + 13 cem $-Oxybutter- 


sdurelésung (enthaltend 0,132 g) geben nach 1'4stiindigem Kochen ohne 
RiickfluBkiihler mit Hg-Bichromat-Reagens einen Niederschlag, ent- 


sprechend 0,125 g f-Oxybutterséure (95°,). 


Anders steht es mit der Acetonbestimmung nach van Slyke 
Aldol gibt auch mit dem Hg-Reagens (ohne Bichromat) einen Nieder- 
schlag ; es laBt sich aber durch bloBes Wegkochen natiirlich eine Trennung 
vom Aceton nicht durchfiihren. Die so gefundenen Hg-Niederschlage 
mit Aceton kénnen also Aldol mit einschlieBen. 


Fiir die im folgenden zu beschreibenden Versuche jedoch kommen 
die eben angefiihrten Schwierigkeiten nicht in Betracht. Weder bei 
den Versuchen am Normaltier noch nach Phlorrhizininjektion trat, wie 
man sehen wird, sukbutan beigebrachtes Aldol in nennenswerter Menge 
in den Harn iiber, so daB auch eine wesentlich stérende Wirkung fiir 
die Bestimmungen nach van Slyke nicht zu befiirchten war. Wir 
‘halten uns fiir berechtigt, die in den folgenden Tabellen angefiihrten 
Zahlen wirklich fiir reine f-Oxybutterséure- bzw. Acetonwerte zu 
halten. Fir die £-Oxybuttersaurebestimmung wird zur Beseitigung 
von Aceton ohnehin etwa 20 Minuten gekocht, was auch fiir die minimalen 
Mengen eventuell vorhandenen Aldols geniigen muB; die Aceton- 
bestimmung ergab stets sehr geringe Mengen, die andererseits auch 
die Aldolbestimmung nach Ripper (s. unten) nicht zu stéren vermochten. 


Zur Orientierung iiber die Toxizitdt des Aldols wurden Versuche 
an Meerschweinchen angestellt. Es ergab sich, daB die Tiere (9) im 
Gewicht von 660 bis 685 g die Dosis von 0,6 g Aldol, in 4°, iger wasseriger 


1 Siehe die Beschreibung von G. Embden und E. Schmitz in Abderhaldens 
Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. IV, Teil 5, 8. 244ff. 
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Lisung portionsweise verabfolgt, vertrugen, bei O.8g aber unter 
denselben Bedingungen nach einigen Stunden eingingen. 


A, Versuche am Normaltier. 


Tabelle I. 

Hund 1. oo, 21 kg. ab 28. November 1927 im Stoffwechselkafig; 
das Bisulfitbindungsvermégen pro 100 cem Harn wird im Mittel als 4,0 cem 
n/10 J entsprechend befunden (zahlreiche Bestimmungen); am 11. De- 
zember werden 2g Aldol (in 8 °,iger Lésung in 0,9 °,igem NaCl steril) sub- 
kutan injiziert. Der Hund zeigt voriibergehend Temperatursteigerung und 
Mattigkeit. Es wurde zunachst nur Aldol und Zucker bestimmt. 





Datum Harnmenge Aldol Zucker Secuitiien 
1927 cm 4 & z 
12. XII. 625 0 0,57 
13. XII. S80 0,346 0,52 
14. XII. 1620 0 1,00 _ 
15. XIL. 5S5 0 0.55 — 
19. XII. — . Injektion von 2¢ Aldol in 
8°/oiger wass. Lsg.. steril 
20. XII. 430 0 0,78 — Hund in guter Vertassung 
21. XII. 885 0 0,57 
22. XII. 660 0 0.26 = 


Hund wieder eingestellt am 3.1. 1928 mit 22 kg. Das Bisulfithindungsvermégen 
des Harnes pro 100cem ist im Mittel von zahlreichen Bestimmungen jetzt 
1,6 cem n/10J; am 12.1. erfolgt Injektion von 2g Aldol (8 °% in Wasser, steril), 
die der Hund gut vertriigt. 


1928 
13. L 22) 0.031 0 
14. L. 915 0 0 0 
15. bis 17. 1. 1250 
550 0 0 0 
770 =| 


Der Hund erhalt nach einer Pause am 23.1. 3g Aldol in 35eem NaCl 0,9 %; 
das Bisulfitbindungsvermsgen entspricht an diesem Tage 2,3cem n10J pr 
100 cem Harn. 


24. iI. 230 0,088 0,32 0,326 
25. iI. 885 Spuren 4 0,053 
26. iL. 750 - "4 — 


Wir sehen, daB nur bei der ersten Injektion etwa ein Sechstel des 
eingebrachten Aldols im Harn erscheint, bei der zweiten und dritten 
Injektion verschwindet es vollig, d. h. es wird wohl im Zellstoffwechsel 
verbrannt oder zu Glykogen (vielleicht zu Fett’) aufgebaut. Die in 
den ersten 10 Tagen und am 24. Januar vom Hunde ausgeschiedenen 
kleinen Zuckermengen (bzw. reduzierende Substanz) (nach Pavry 
bestimmt) kénnen wir nicht befriedigend erklaren, jedenfalls halten 
wir sie nicht fiir direkte Umwandlungsprodukte des Aldols. Die Aldol- 
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werte selbst wurden nun natiirlich so berechnet, daB von der gefundenen 
Zahl Kubikzentimeter n/10 J die in der Vorperiode ermittelten Kubik- 
zentimeter n/10 J fiir das Bisulfitbindungsvermégen des Harns ab- 
gezogen wurden: dabei ergab sich nun meist der Wert Null bzw. sogar 
negative Werte. Das letztere bedeutet natiirlich, daB durch die Aldol- 
injektion oder aus einem anderen Grunde das Bisulfit bindungsvermégen 
des Harns sich plétzlich vermindert hat. Man sieht ja die groben 
Schwankungen dieses Wertes, der in der Zeit vom 5. bis 10. Dezember 
im Mittel 4, vom 3. bis 11. Januar im Mittel 1,6 ccm n 10 J entsprach. 
Dadurch entsteht allerdings eine gewisse Unsicherheit, ob die Aldol- 
ausscheidungswerte, wenn so angegeben, auch wirklich immer gleich 
Null waren; sie sind aber unter allen Umstanden sehr niedrig, und es 
bleibt die Tatsache bestehen, dab jedenfalls nur ein geringer Bruchteil 
des injizierten Aldols unverdndert im Harn ausgeschieden wird. Nach 
der vierten Injektion wurde auch die £-Oxybuttersiure bestimmt; 
die geringen ausgeschiedenen Mengen sind héchstwahrscheinlich direkt 
aus dem Aldol entstanden. Der Hund erkrankte nach dieser Injektion, 
wodurch sich die Anwendung héherer, zur Aufklarung einzelner Un- 
sicherheiten dienlichen Aldolmengen auch bei diesem groBen und 
starken Tiere verbot. 


B. Versuche am Phlorrhizintier. 

In den vorliegenden Tabellen ist eine Rubrik ., Bisulfitbindungs- 
vermégen fiir den Gesamtharn™ an Stelle der Rubrik ..Aldol” ein- 
gefiihrt, da fiir eine in Betracht kommende Aldolausscheidung bei 
Beriicksichtigung des _ Bisulfitbindungsvermégens der Phlorrhizin- 
periode vor der Aldolinjektion kein Raum vorhanden ist. Es kann 
auch ein Ansteigen der $-Oxybutterséureausscheidung nach Aldol- 
injektion nicht wahrgenommen werden; der héhere Wert bei Hund Nr. 2 
fiir Bisulfitbindungsvermégen: und £-Oxybutterséure am 6. Marz ist 
durch die abnorm niedrigen entsprechenden Werte am 4. und 5. Marz 
mit verursacht. Bei Hund Nr. 1 (Tabelle III) ist fiir die erstere GréBe 
allerdings ein Anstieg nach der Aldolinjektion vorhanden; selbst wenn 
man aber die — absolut unberechtigte Annahme machte: das Bi- 
sulfitbindungsvermégen vom 18. bis 21. Marz entsprache reinem Aldol, 
wire in dieser Zeit nur 0,34 g. also ein Sechstel der eingebrachten 
Menge, im Harn erschienen. Wir sehen ferner, dab weder die Zucker- 
ausscheidung noch der Wert D/N durch Aldolgabe beeinfluBt wird. 
Uber die Wege, die das Aldol im Tierkérper nimmt, geben auch die 
Versuche am Phlorrhizintier keine Auskunft. Den kleinen Mengen 
Aldol, die im Tierversuch fiir subkutane Verabreichung allein in Betracht 
kommen, stehen so grobe Quantitaten ausgeschiedenen Zuckers gegen- 
liber (die bei Aldolinjektion, parallel mit der N-Ausscheidung, noch 
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hinaufgehen), daB eine etwaige Umwandlung Aldol — Zucker nicht 
wahrgenommen werden kénnte; die Mdéglichkeit dieses Chergangs 
bleibt also bestehen, wie ja auch beim Normaltier Aldol tiber Zucker 
verbrennen oder zu Glykogen (eventuell Fett) aufgebaut werden kénnte 
(s. oben). 


Es war noch der Méglichkeit zu gedenken, daB Aldol, analog 
etwa wie Chloral, unter Reduktion zum entsprechenden Glykol sich 
im Tierkérper mit Glucuronsdure paaren kénnte. Dahingehende Ver- 
suche an einem Kaninchen von 2,4 kg, dessen Harn nach Tollens! 
auf gepaarte Glucuronsdiuren untersucht worden war, zeigten jedoch 
keinerlei Zunahme des Furfurol-Phoroglucidniederschlags nach sub- 
kutaner Injektion von 0,8 g Aldol (in 10°,iger Lésung). Das Aldo] 
wird also auch nicht unter Entgiftung aus dem Tierkérper entfernt 


C. Organbreiversuche. 


Die in der Tabelle angefiihrten Organe wurden vor dem Ansatz 
in der Fleischmaschine zerkleinert; nach dem Versuch wurde durch 
ein Faltenfilter abfiltriert und das Filtrat in bekannter Weise fiir die 
Aldolbestimmung mit Phosphorwolframsaure, fiir die $-Oxybutter- 
siurebestimmung nach van Slyke mit Phosphorwolframsaure und dann 
mit Kupfer-Kalk behandelt. Die Kontrollversuche (Nr. 5, 7 und 10) 
zeigen die Menge der Bisulfit bindenden Stoffe im Organbreifiltrat 
ohne Aldolzusatz an. Zahlen dieser GréBenordnung sind von den in 
den anderen Versuchen angefiihrten Aldolzahlen abzuziehen. Ahnlich 
steht es bei den Parallelversuchen Nr. 5 und 6, Nr. 7 und 8, Nr. 10 und 11 
in bezug auf die 8-Oxybutterséure. Zucker wurde ausschlieBlich bei 
den Versuchen mit Leberbrei gefunden, Man sieht, dab unter den 
durchwegs ahnlichen Versuchsbedingungen die Zerst6rung des Aldols 
unter partieller Oxydation zu f-Oxybuttersaure (die ihrerseits in ver- 
schiedenem AusmaB je nach dem Organ weiter abgebaut wird*) am 
stirksten vom Leberbrei bewirkt wird (vgl. Friedmann, |. c.), etwas 
weniger energisch wirkt Milzbrei, dann folgt Muskelfleisch des Rindes 
und schlieBlich bleiben beim Kaltbliitermuskel etwa drei Viertel des 
zugesetzten Aldols erhalten. Die Versuche im Brutofen zeigen von 


1 C. Tollens, Zeitschr. f. physiol. Chem. 61, 95, 1909; vgl. auch K. U. 
Lefévre und B. Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4513, 1907. 

2 Uber die Verhaltnisse beim Abbau der §-Oxybuttersaéure durch 
verschiedene Organe vgl. die Arbeiten von J. Snapper und A. Griinbaum, 
diese Zeitschr. 167, 100, 1925; 181, 410 und 418, 1926; 185, 223, 1927; 
dort auch friihere Literatur; ferner N. Morris und St. Graham, Lancet 
212, 1020, 1927. Der Annahme, da8 8-Oxybutterséure beim Aldolabbau 
Zwischenprodukt sein kann, steht nach diesen Versuchen nichts im Wege. 
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den bei Zimmer- oder AuBentemperatur angestellten keine wesentliche 
Abweichung. Zusatz von Fe” samt einem Wasserstoffakzeptor (Cystin) 
(s. namentlich Nr. 12 und 13) hat keinen Einfluf auf den Aldolabbau 
unter diesen Versuchsbedingungen. 


D. Ein Durehstrémungsversuch. 


Eine Schildkréte (Testudo graeca) wurde entblutet und mit Kalt- 
bhiterringer ausgewaschen; dann wurden 100 ccm Kaltbliiterringer mit 
1.6 g Aldol in die Leber injiziert und nach Passieren des ganzen Kreis- 
laufs durch eine periphere Vene entleert. Die Schildkréte bietet als 
Versuchstier dabei den Vorteil, dab nach der Praparation die aus- 
gespiilte Fliissigkeit sich im Riickenschild wie in einer Schale ohne 
Verlust sammelt. Nach zweimaligem Durchtreiben der Losung erhielten 
wir 92cem Fliissigkeit. Diese wurde von korpuskularen Elementen 
durch Watte abfiltriert: nach Fallung mit Phosphorwolframsaure usw. 
fanden sich, auf 100 ccm berechnet, 0.43 g Aldol; ferner nach Kupfer- 
Kalkfallung usw. 0,39 g f-Oxybuttersiure. Es findet also hier ein 
starker Aldolabbau statt. 


Herrn Prof. Kolmer danken wir auch an dieser Stelle bestens fiir 
die Priparation des Tieres und die Durchfiihrung des Versuchs. 


Zusammenfassung. 


1. Das Verfahren fiir Aldehydbestimmung nach Ripper ist fiir 
Aldol bzw. Paraldol unter Zugrundelegung des doppelten Mol.-Gewichts 
(176) verwendbar. Die Anwesenheit von Zucker stért dabei nicht: 
wohl aber die von Aceton. Umgekehrt hat die Anwesenheit von Aldol 
keinen EinfluB auf das Zuckerbestimmungsverfahren nach Pavy- 
Kumagawa-Suto. Es werden die Fehlerquellen des Verfahrens nach 
Ripper fiir den vorliegenden Fall erértert, besonders die Schwierigkeit 
durch das von Tag zu Tag wechselnde Bisulfitbindungsvermégen des 
normalen Harns, waihrend das Jodbindungsvermégen desselben keine 
Rolle spielt. Die giinstigsten Bedingungen werden durch zahlreiche 
Orientierungsversuche ermittelt. 

2. Sowohl beim normalen Hunde wie beim Phlorrhizinhund tritt 
subkutan beigebrachtes Aldol nicht in nennenswerter Menge in den 
Harn iiber, wenn man das Bisulfitbindungsvermégen des Harns in 
der Vorperiode beriicksichtigt. Eine Umwandlung von Aldol in Zucker 
beim Phlorrhizintier ist méglich, kann aber infolge der hohen Zucker- 
ausscheidung nicht wahrgenommen werden, wahrend die hohe Toxizitat 
des Aldols die Verabreichung gréBerer Mengen desselben (subkutan) 
verbietet. Auch der Quotient D/N wird durch die Aldolgabe nicht 








Verhalten von Aldol im Tierkérper. 327 


beriihrt. Ein Ansteigen der Werte fiir 8-Oxybuttersdure findet nicht 
statt. Aldol wird also wohl im Organismus zum gréBten Teile verbrannt 
oder zu Glykogen bzw. vielleicht Fett aufgebaut ; wahrscheinlich spielen 
sich beide Prozesse gleichzeitig ab. Eine Entgiftung von Aldol durch 
etwaige Bindung an Glucuronséure bzw. eine Vermehrung der ge- 
paarten Glucuronsauren im Harn nach Aldolinjektion findet nicht statt 


3. Organbreie besitzen die Fahigkeit, Aldol in héherem oder ge- 
ringerem MaBe zu zerstéren, wobei sich intermediir zum Teil f-Oxy- 
buttersaure bildet; dabei wirken in absteigender Reihenfolge die Organ- 
breie von Leber, Milz. Warmbliitermuskel und Kaltbliitermuskel 
Sehr stark wird Aldol bei einem Durchstrémungsversuch durch den 
Kreislauf einer lebenden Schildkréte abgebaut 











Beitrige zur physiologischen und pathologischen Chemie 
des Gehirns. 


Il. Mitteilung: 
Uber die Phosphatide der Petrolitherfraktion des normalen Menschenhirns, 


Von 
Karl Singer und Otto Deutsehberger. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener Physiologischen 
Universitétsinstitut.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1928.) 
Mit | Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 

In der ersten Mitteilung dieser Publikationsreihe wurde ein Ver- 
fahren angegeben, welches einen genaueren Einblick in die chemische 
Zusammensetzung der Petrolatherfraktion des Gehirns ermdéglicht 

Extrahiert man namlich nach Sigmund Frdnkel' nach voran- 
gegangener Entwasserung das Gehirn nacheinander mit Aceton, Petrol- 
aither und heiBem Alkohol, so gelingt es derart, das Lipoidgemenge 
dieses Organs weitgehend zu trennen. Man findet dann, nach Frankel, 
in der Acetonfraktion das Cholesterin und Leucopoliin, in der Petrol- 
atherfraktion hauptsachlich die ungesattigten Phosphatide. im alkoholi- 
schen Extrakt die restlichen Lipoide, die gesattigten Phosphatide und 
die Cerebroside. 

Wahrend fiir das Cholesterin genaue quantitative Bestimmungs- 
methoden zur Verfiigung stehen, war dies fiir die anderen Extrakte 
bis vor kurzem nicht der Fall. Um die Frage zu beantworten, ob Gehirn- 
erkrankungen, vor allem die progressive Paralyse, organchemische Ver- 
anderungen hervorrufen. erschien es daher nétig, auch fiir diese anderen 
Extrakte genaue quantitative Methoden auszuarbeiten, welche einen 
exakten Vergleich zwischen den normalen und pathologischen Gehirnen 
gestatten. 

In der ersten Mitteilung hat der eine von uns* eine derartige 
Methodik fiir den Petrolatherextrakt angegeben. 


1 S. Frankel, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I, Tl. 6. 
2 K. Singer, diese Zeitschr. 179, 432, 1927. 
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In der Petrolatherfraktion des Gehirns finden sich. wie schon 
bemerkt, vor allem die ungesattigten Phosphatide, und zwar das 
Cephalin und das Lecithin. Das Cephalin enthalt als Stickstoffbase 
das C'olamin (Aminoathyvlalkohol), das Lecithin das Cholin (Trimethyl- 
oxaéthyvlammoniumhydroxyd). Durch Bestimmung der Stickstoffbasen 
nach vorhergehender Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsaure gelang 
es nun, eine genauere Kenntnis tiber die Mengenverteilung dieser 
Phosphatide in der Petrolitherfraktion zu gewinnen. Das Colamin 
wurde durch Bestimmung der endstandigen Aminogruppe im van Slyke- 
Apparat in der Modifikation von E£. Kupelwieser und K. Singer’, das 
Cholin nach der verbesserten Stanekschen Methode? als Cholin-Ennea- 
Jodid quantitativ ermittelt. AuBerdem wurden noch die in den Extrakt 
libergegangenen Cerebroside durch den quantitativen Nachweis der 
Galaktose bestimmt 

Driickt man die derart gefundenen Werte der Stickstoffbasen in 
Prozenten des Gesamtstickstoffwertes der Petrolitherfraktion aus, so 
findet man, dali nur etwas mehr als die Halfte des Gesamtstickstoffs 
des Petrolatherextrakts auf diese Weise erfabt zu werden vermag. 

Der betrachtliche Rest zeigt die Anwesenheit von Substanzen an, 
iiber deren nahere chemische Beschaffenheit vorlaufig nichts Bestimmtes 
ausgesagt werden kann. 

Diese Methodik, die sich also die Stickstoffverteilung in der Petrol- 
ditherfraktion zum Ejinteilungsprinzip nimmt, wurde am _ Pferdehirn 
ausgearbeitet. Sie entbehrt des Vorteils der Ermittlung scharf charak- 
terisierter chemischer Substanzen, da sehr leicht denkbar ist, dab 
auch andere, analytisch noch nicht bekannte Stoffe bei dieser Methodik 
mitbestimmt werden kénnten. Sie erweist sich aber als vollig hin- 
reichend, um einen exakten quantitativen Vergleich zwischen normalen 
und pathologischen Werten zu ermdéglichen. 

In dieser zweiten Mitteilung sollen die Ergebnisse bei normalen 
Gehirnen erwachsener Menschen veriffentlicht werden. sowie die 
Befunde, die iiber die Verteilung der im Petrolaitherextrakt vorhandenen 
Substanzen auf die verschiedenen Gehirnabschnitte gewonnen wurden. 
Ebenso auch die Resultate bei Féten und Kindern, welche es erlauben, 
den Anteil des Phosphatidstoffwechsels an der Entwicklung des mensch- 
lichen Gehirns zahlenmabig zu erfassen. 


Il. Methodik. 
Die Methodik war im wesentlichen dieselbe. wie sie in der ersten 
Mitteilung ausfiihrlich geschildert worden ist. Eine einzige Abanderung 


1 E. Kupelwieser und K. Singer, diese Zeitschr. 178, 324, 1926. 
2 Vladimir Stanek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 280; 47, 83. 
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wurde vorgenommen: das Gehirn der Erwachsenen sowie auch das 
der Kinder iiber 3 Jahre wurde namlich nicht als Ganzes verarbeitet. 
sondern in zwei Teilen. 

Nachdem das Gehirn von Blut, GefaBen und Hirnhauten sorgfaltig 
gereinigt worden war, wurde es gewogen und hierauf das Kleinhirn 
und Medulla oblongata abgetrennt'. Das derartig praparierte Gehirn 
wurde nun durch einen Schnitt langs des Sulcus centralis Rolandi in 
zwei Teile zerlegt. Der vordere, hauptsachlich das Frontalhirn ent- 
haltende Teil wird in der Folge ,.A** genannt. der andere Teil ..B’. 
Diese Teilung erfolgte aus nachstehenden Griinden 

1. weil auf diese Weise untersucht werden konnte. ob die durch- 
schnittliche Verteilung der Petrolatherextraktsubstanzen auf die 
verschiedenen Abschnitte des Gehirns eine gleichmaBige oder eine 
ungleichartige, aber gesetzmabBige ist ; 

2. weil die Schaffung von etwaigen Normalwerten fiir die ver- 
schiedenen Hirnabschnitte mit Riicksicht auf die progressive Paralyse 
als besonders wichtig erscheint. Lehrt doch die pathologische Anatomie 
dieser Erkrankung, daB die morphologisch nachweisbaren Veranderungen 
meist ihren Sitz im Stirnhirn haben, welches eine oft hochgradige 
Atrophie zeigt, wahrend die parietal und occipital gelegenen Hirn- 
abschnitte eine nur geringe oder gar keine Veranderung zeigen*. Anderer- 
seits gibt es wieder Formen (z. B. die Lissauersche Paralyse). bei denen 
vorwiegend das Occipitalhirn betroffen wird. 

Der Sulcus centralis Rolandi wurde wegen seiner anatomischen 
Lage als hintere Begrenzung des Stirnhirns und wegen seiner bei allen 
Gehirnen vorhandenen Konstanz und leichten Auffindbarkeit als 
Primarfurche fiir den Schnitt gewahlt. 

Sowohl von A als auch von B wurde nach geniigender Entwasserung 
mit kaltem Aceton das Cholesterin und Leucopoliin durch Extraktion 
mit heiBem Aceton so vollstandig als méglich entfernt. Daran schlob 
sich die Petrolatherextraktion an*, sowie die Verarbeitung dieser 
Fraktion in der in der ersten Mitteilung ausfiihrlich geschilderten 
Weise. Es wurden bestimmt 

1. das Trockengewicht des Extrakts, 

2. der Gesamtstickstoff nach Ajeldahi. 

3. der Cholinstickstoff nach Stanek, 


1 Von einer Verarbeitung dieser Hirnteile wurde wegen ihres geringen 
Lipoidgehaltes und wegen ihrer Bedeutungslosigkeit fiir die Fragestellung 
Abstand genommen. 

2 Paul Ernst in Aschofts Pathol. Anat. 2, 389. 

* Es wurde immer nur mit dem kéuflichen Petroléther extrahiert, 
nicht, wie Frankel angibt, mit den nur bis 55° tiberdestillierenden Anteilen 
(s. erste Mitteilung). 
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4. der Gesamtaminostickstoff durch Bestimmung der endstandigen 
Aminogruppe. 

5. der Anteil des Cerebrosidstickstoffs am Gesamtaminostickstoff 
durch Ermittlung der Galaktose (Verfahren von Thierjelder') 

6. der Reststickstoff durch einfache Subtraktion 

Es wurden meist Doppelwerte ermittelt. Bei Differenzen der 
Doppelbestimmungen, die immer nur unbedeutend waren, findet man 
den Mittelwert in den Tabellen eingetragen. Bei den fitalen Gehirnen 
sowie bei denen der Kinder unter 3 Jahren wurde das Gehirn gleich 
den Pferdehirnen (s. erste Mitteilung) als Ganzes verarbeitet 


111. Uber die Phosphatide der Petrolitherfraktion normaler menschlicher 
Gehirne. 


Es wurden fiinf ..normale* Gehirne untersucht. Als normal wurden 
die Gehirne solcher Menschen gewertet, die plétzlich (Suizid, Coronar- 
embolie) oder an ganz akut verlaufenden Krankheiten (Peritonitis) 
oder an Insufficientia cordis ohne besondere Kachexie gestorben waren 
Die Befunde bei diesen Gehirnen zeigen denn auch eine auffillige 
Konstanz und weitgehende Ubereinstimmung. AuBerdem wurden 
auch Gehirne von Menschen untersucht, die an chronischen Erkrankungen 
(Carcinom, Tuberkulose) ad exitum gekommen waren und die klinisch 
das Bild einer mehr oder weniger ausgebildeten Kachexie gezeigt hatten® 
Da aber diese Gehirne von den Normalwerten abweichende, der pro- 
gressiven Paralyse gleiche oder ahnliche Befunde ergaben, werden sie 
erst in der dritten Mitteilung besprochen werden. 

Tabelle I orientiert iiber die Resultate, die bei den Gehirnteilen A 
und B gewonnen wurden. 

Tabelle I] gibt Auskunft iiber die Werte fiir das ganze Gehirn, 
welche durch Addition bzw. durch Bildung des Mittelwertes errechnet 
wurden. ' 

Wie aus Tabelle | hervorgeht, zeigen die einzelnen Gehirne grobe 
Schwankungen in bezug auf die Teile A und B. A ist manchmal er- 
heblich schwerer (I), manchmal ungefahr gleich schwer (II, IV, V), 
manchmal erheblich leichter (II1) als B. Ebenso zeigen sich grobe 
Differenzen in der Verteilung der Petroldtherextrakttrockensubstanz auf 
die einzelnen Hirnteile. Dies wird dadurch ersichtlich gemacht, dab 
die auf 1g Nativgehirn entfallenden Petrolitherextraktsubstanzen 
errechnet wurden (s. Tabelle 1). Diese Verteilung geht dem Nativ- 


1 Siehe erste Mitteilung. a. a. O., ferner H. Léhning und H. Thier- 
felder, Zeitschr. f. phys. Chem. 77, 202. 
? Die Gehirne wurden vom pathologisch-anatomischen Institut de 


Universitat Wien bezogen. 
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a Petrolatherextrakt, | p — 
3% Alter Gesamt- Gewicht Trockengewicht ey ee 
Nr Todesursache s in gewicht me me ~ ht. in 
2 Jahren ing Ss 
= A B A B A 
I Peritonitis acuta $4 38 1035 505 415 28.4 32,7 a 
II Insufficientia cordis oc 40 1425 620 650 428 46.4 69 
Ill Ruptura cordis rod 51 1400 3560 650 428 36,2 76 
IV Coronar embolie rou 59 1400 600 620 313 50.6 52 
V Suizid Kopfschub oO 46 1160 505 485 29.6 34.3 459 
Tabelle II. 
“c - ~ * 
$2 esi@¢ . 3 Stickstoffverteilung 
Boe 258 | Bee es ecdieteckone: 
Sgf S32 20 Eas : aay EZZ 
ne BSE BEE | S=8 | B22 ; te 
$85 fe8 $7" | 22 = CholinwN Gooemes Ci RestN TES 
oe _ = Zk F amino: tosids mee 
£ £ my © "6 
I 920 61.1 68 2 23 32 34 45 14:1 
Il 1270 89,2 70 2 24 25 51 ee 
Ill 1210 79.0 66 1.9 21 32 34 48 15:1 
IV 1220 819 66 1,7 22 27 2/3 51 1,2:1 
V 9990 63.9 65 2 21 32 34 47 15:1 


gewicht der Teile A und B absolut nicht parallel. So ist z. B. bei Hirn 
Nr. I A um etwa ein Viertel schwerer als B: bei der Berechnung der 
Extraktsubstanzenverteilung ergibt sich aber, da’ dem leichteren B 
pro Gramm Nativgehirn fast das Doppelte an den Extraktlipoiden 
zukommt. Bei Gehirn Nr. IV zeigt sich gerade das Umgekehrte 
Tabelle Il vermittelt wieder ein ganz anderes Bild. Berechnet 
man namlich fiir das ganze Gehirn die auf 1 g Nativgehirn entfallenden 
Extraktsubstanzen, so ergibt sich eine fast genaue Chereinstimmung 
bei allen normalen Gehirnen. Die Werte schwanken zwischen 65 und 
70 mg, so daB also ein Mittelwert von 67,5 mg resultiert. Es geht daraus 
hervor, daB die Summe der Petrolatherextraktstoffe pro Gehirn eine 
ziemlich konstante zu sein scheint, das Vorkommen in den einzelnen 
Hirnabschnitten jedoch eine Regel nicht erkennen 146t. Es macht 
fast den Eindruck, als stiinde pro Gramm Nativgehirn eine bestimmte 
Menge Petrolatherextraktsubstanzen zur Verfiigung, die aber dann eine 
ganz unregelmaBige Verteilung auf die groBe Masse des Gehirns erfahrt. 
Sicherlich ist die Zweiteilung, welche diese Regellosigkeit erkennen 
1aBt, eine viel zu wenig ins einzelne gehende Methodik. Das Ziel weiterer 
Forschungen miiBte es sein, aufzudecken, ob nicht einzelnen kleineren, 








Trockensubst 
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Stickstoff Stickstoffverteilung in ° , 
in G Relation 
... e CholinsN Aaa «| Galactosid.N Rest-N epee 
4 B ee A ; , B A B a A B A B A B 
) 2.2 1,8 25 21 33 31 34 2/3 42 45 132:1 1,47:1 
, 2.1 2h 22 27 22 ~—s nicht bestimmt 47 6 1 1 1 1 
‘ 7 2.0 20 22 29 bd 34 2/3 51 44 145:1 1,52:1 
9 l, 24 20 34 29 23 23 42 60 ¥ By G8 l 
2 1.9 20 21 36 27 23 8 3/4 44 Se 18 :1/18 :1 


anatomisch abgegrenzten Partien des Gehirns durchschnittlich eine 
gleichartige, anderen wieder eine bei verschiedenen Individuen ver- 
schiedenartige Zusammensetzung zukommt. Vielleicht kénnte auf 
diese Weise auch ein Weg fiir die Erkennung der Ursachen dieser un- 
regelmaBigen Verteilung gefunden und so eine regionire Chemie des 
Gehirns geschaffen werden. Bedeutsame Ansatze dazu hat ja schon 
Henriette Gorodissky' mit einer von ihr ausgearbeiteten Mikromethodik 
geschaffen. 

Die groBe Konstanz der auf das Gesamthirn entfallenden Extrakt- 
substanzen hat in anderer Weise schon S. Frankel? gezeigt. Der Durch- 
schnittsgehalt des Gesamthirns an Wasser betragt nach diesem Autor 
77°. Von den restlichen 23°, gibt er 27,44°,, fiir die Petrolather- 
fraktion an. Die folgende Tabelle III orientiert tiber die Berechnung 
der Trockensubstanz der Petrolitherfraktion in Prozenten der Trocken- 
substanz bei einem angenommenen Wert von 77°,, Wasser. 


Tabelle 111. 





Gefundene Werte bei Hirn Nr. 
Wert von 8. Fridnkel — Gefundener Mittelwert 
I Il Wl IV } 


27.84 28.9 30.5 Is.4 29.4 28.0 29.04 


Der gefundene Mittelwert ist bei der kleinen Anzahl der ver- 
arbeiteten Gehirne bei der Annahme von 77°,, Wasser nur um wenig, 
namlich um 4,3°,. héher als der Frdnkels, welcher seine Werte an 
ungefahr 90 Gehirnen ermittelte. Es zeigt sich somit eine fast vollige 
Ubereinstimmung mit den Werten Frédnkels. 

Hinsichtlich des Stickstoffgehalts und der Stickstoffverteilung ist 
dasselbe zu sagen, wie iiber die Aufteilung der Extraktsubstanzen, doch 


1 H. Gorodissky, diese Zeitschr. 159, 379, 1925; 164, 446, 1925. Siehe 
auch Peritz’ Bemerkung in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 4, 374. 
2 S. Frankel, diese Zeitschr. 19, 254, 1909. 
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sind hier die Schwankungen meist nicht sehr bedeutender Natur. Nur 
der Gesamtaminostickstoff zeigt etwas gréBere individuelle Variabilitat 
Die Relation Amino : Cholinstickstoff zeigt meist einen héheren Wert 
als |. Der Galaktosidstickstoff, wohl dem Nervon zukommend, ist in 
der Fraktion beim Menschenhirn nur in ganz geringer Menge (0,75°,,) 
vorhanden, im Gegensatz zum Pferdehirn, wo er mehr, durchschnitt- 
lich 3°,, ausmacht. 

Sonst aber hat die hier verwendete Methode ergeben, dal die 
Petrolatherfraktion des Pferdehirns eine ganz Aahnliche Zusammen- 
setzung aufweist, wie die des Menschenhirns. 

Die Tabelle IV stellt die Durchschnittswerte der in der ersten 
Mitteilung veréffentlichten Befunde der Pferdehirne und die Mittelwerte 
der untersuchten normalen Menschenhirne einander gegeniiber. 


Tabelle IV. 








Trockengewicht Stickstoff Stickstoffverteilung nie 
er a ay elation 
Art des Gehirns 9° Petrolather- Trocken- Choline Gesamt- Galac- x; Amino-N 
extraktes substanz N aminosN tosid-N Rest? Cholin«N 
m. ) 0/5 0), 0), 
Pferdehirn . . . 60 1.8 19 39 3 51 16:1 
Menschenhirn . . 67.5 1.9 22 30 34 48 14:1 


IV. Uber die Phosphatide der Petrolitherfraktion fétaler und kindlicher 
Gehirne. 


Die Veranlassung zur Untersuchung der kindlichen Gehirne war 
zunichst ebenfalls das Bestreben, normale Durchschnittswerte auf- 
zustellen, um sie gegebenenfalls bei den seltenen Fallen von juveniler 
Paralyse verwenden zu kénnen. Da sich dabei beziiglich des Gehalts 
an Petrolathertrockensubstanzen eine interessante quantitative Ver- 
schiedenheit gegeniiber dem Gehirn des erwachsenen Menschen heraus- 
stellte, wurde eine Reihe von fétalen und kindlichen Gehirnen ver- 
arbeitet. Die dabei erhaltenen Resultate erlauben es, trotz der geringen 
Zahl der untersuchten Fille den bedeutsamen Anteil des Phosphatid- 
stoffwechsels an der Entwicklung des menschlichen Gehirns ziffern- 
maBig darzulegen. 

Die vorhandene Literatur iiber die fétalen Gehirne ist eine sparliche. 
Von den hier in Betracht kommenden Arbeiten ist vor allem die von Raske' 
zu nennen. Dieser Autor konnte zeigen, daB der Gehalt des embryonalen 
Gehirns an ,,Lecithin* ein ganz geringfiigiger ist, und meint, daB die Ver- 
mehrung bis zum normalen Gehalt erst mit der spateren Entwicklung des 
Gehirns eintritt. 


1 Raske, Zeitschr. f. phys. Chem. 10, 341, 1899. 
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Siwertze//* untersuchte ebenfalls eime Reihe fétaler Gehirne und solche 
des ersten Lebensjahres und stelite fest, daB der Lecithingehalt des fétalen 
Gehirns bis zu einem Maximum ansteigt, das mit der Zeit der Geburt 
zusammentalit. Wahrend des ersten Lebensjahres bleibt der Lecithingehalt 
derselbe oder nimmt sogar ab. Vom zweiten Jahre an steigt er wieder bis 
zu einem neuen Maximum an. 

Diese beiden Autoren verstehen unter .,Lecithin’ aber etwas ganz 
anderes, als dieses Wort heute in der Biochemie beinhaltet. Der damalige 
Begriff .,.Lecithin’ diirfte dem heutigen Phosphatid gleichzusetzen sein. 
Da die Unterscheidung der Phosphatide in gesa&ttigte und ungeséattigte, 
die Einteilung der letzteren in Lecithin und Cephalin damals nicht naher 
bekannt war, daher auch nicht beriicksichtigt werden konnte, sind die 
Ergebnisse dieser Autoren nicht ohne weiteres mit den hier ermittelten 
Befunden vergleichbar. 

Es wurden fiinf Gehirne von Féten im 7. bis 10. Lunarmonat unter- 
sucht. sowie sechs Gehirne von Kindern und Jugendlichen im 1., 3., 
5., 8., 14. und 20. Lebensjahre. Die gréBeren Gehirne wurden wie die 
der Erwachsenen in zwei Teilen verarbeitet. Die Tabellen V. VI und VII 
orientieren tiber die dabei erhaltenen Werte. 

Aus Tabelle V geht folgendes hervor: Die Trockensubstanz des 
Petrolatherextrakts pro Gramm Nativgehirn ist beim Fétus unverhaltnis- 
maBig gering, verglichen mit dem erwachsenen Gehirn. Sie scheint 
sich pro Lunarmonat zu verdoppeln, gréBere individuelle Schwankungen 
kommen vor. Zeigt doch das Gehirn Nr. If des 8. oder 9. Lunarmonats 
den gleichen Wert wie das Gehirn des reifen Kindes, wahrend die 
Gehirne Nr. II und III, die ebenfalls aus dem 8. Monat stammen, ge- 
rade die Halfte dieses Wertes aufweisen. 

Der Wassergehalt der embryonalen Gehirne ist, wie schon 6fter 
festgestellt, ein gréBerer als der des erwachsenen. So fand Forster* 
einen Wassergehalt von 86,6°, bei dem Gehirn eines 9 Tage alten 
Madchens. Doch erklart dieser gréBere Wassergehalt (etwa 10°, hoher 
als der des Erwachsenen) keineswegs die enorme Differenz zwischen 
den in dem fétalen und dem erwachsenen Gehirn vorhandenen Petrol- 
atherextraktsubstanzen. Es kann somit die vorhin erwahnte Beob- 
achtung Raskes aus dem Jahre 1899 iiber den ,,Lecithin’’-Gehalt fotaler 
Gehirne fiir die gesamten in der Petrolatherfraktion enthaltenen Sub- 
stanzen bestatigt werden. 

Eine weitere auffallende Differenz gegeniiber den Befunden bei 
Erwachsenen ist die Menge des Gesamtstickstoffs des Extrakts. Wahrend 
fiir das erwachsene Gehirn der Stickstoff in Prozenten der Trocken- 
substanz durchschnittlich 1,9°,, betragt, wobei die individuellen Ab- 
weichungen nur wenige Zehntel Prozent ausmachen, schwanken diese 


1 Siwertzef/, zit. nach Peritzin Oppenheimers Handb. d. Biochem. 4, 309. 
2 Zitiert nach Peritz, a. a. O. 
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Ta 
Nr. ~ : , Petrolather 
= L " Lebenss Gesamtgewicht Verarbeitete Reesker 
ot. Geschlecht pone _oeeg Todesursache des Hirns Menge capel = 
s 2 
7. Lunar- |- > > . - my 
I g comtaae. 168 lage Pneumonie 158 159 0) 
II 2 8 Monate Debil. vitae 159 137 07 
Ill Q 8 Monate 1 Tag Debil. vitae 168 159 ( 
> 8 oder } T . - > 
~f ‘ » | Biadll witee 0 60 ) 
I\ re 9 Monate |- lage Debil. vitae 17 161 2 
Ende des 
\ Q 10. Lunar- fh Tag Asphyxie 385 357 4s 
ynat on 
a 11 l'be. pulm. 
VI ou Kleinhirn- 485 460 11 
t Monate| 
tuberkulose 
Tal» 
: a Gewicht Petrolatherextrakt- | Petrolather-Trocker yt 
Nr. r Alter Gesamt- : ‘n Trockensubstanz substanz pro ! 
des a in Todesursache gewicht sd ing Nativgehirn in o t 
Gehirns z Jahren ing —— 
& A |B A K A i 
VII ron 3 Appendicitis 1325 | 620 560 19,1 17,8 31 32 
PI _ : ~~ : - ~ 
VII of 5 Appendicitis 1230 | 600 670 10,2 25,2 17 4 
IX || o 8 Ostom yelitis 1275 | 660 475 252 16,8 38 35 
X ou 1 Peritonitis 1270 (510 590 223 24.6 44 42 
XI |i o 20 Uleus duodeni 1170 450 569 189 29.6 42 4 
Tabelle VII. 
- e ~ - 
E 32 z 3 : 3 ¢€/s . Stickstoffverteilung 
A B22 Oss Sig ws Sen oll a z © 
< esE | Sle Sao 8 | Beg c&z 
& 222/582 SEPSIS | S33 See 
Bet | ects Cheeses | $52 segs 
2 #50 | 554 566455 | SES cholin.N Gesamt- | Galactosid- IN oee 
3 3 2 e 3 2 3 3 == a CholinsN quinett N Rest-N 2 Hs 
a “ec - - A 
Z ) 0 i) ) ms, 
g g mg 0 lo 0 
VII 1180 369 32 28 | 2 27 micht | 62 18:1 
bestimmt 
Vill 1070 35,4 , 36 2,2 nicht bestimmt — 
IX 1135 42,0 37 2,2 nicht bestimmt — 
X 110/469 | 43 22 / 18 27 micht | 55 /1,6:1 
bestimmt 
XI 1010) 485 48 2.1 nicht bestimmt _ 


Prozentzahlen der embryonalen Gehirne von 4,7 bis 2,8°%), 


wobei dem 


Gehirn des jiingsten Embryos die gréBte, dem der reifen Frucht die 


kleinste Ziffer zugeordnet ist. 


Es machen somit die Prozentzahlen des 


Gesamtstickstof{s, bezogen auf die Trockensubstanz, beim Fotus etwas 
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Stickstoff Stickstoffverteilung 








Petrolathers 
roc kensubstanz a < _ —- T a ee G ae 
1g Nativgebirn  substanz Cholin-N GesamtaminosN Galactosid«N Rest«N “Choin.N. 
mg ) */9 
4 4,7 20 19 0 61 1 1 
5 4.0 24 16 0 60 067-1 
6 3.6 22 27 0 51 12 :1 
13 4.9 28 26 0 46 1 l 
13 28 30 19 Spuren 51 06 :1 
24 24 21 20 34 59 l l 
Stickstoff in °/, Stickstoffverteilung in ° » Relation 
der - Gesamtamino 
rockensubstanz Cholin«N Gesamtaminos-N Galactosid«N Rest-N CholinsN 
B A B A B \ B A B A B 
22 23 29 21 26 28 nicht bestimmt 4 51 13:1 13:1 
2.2 2,2 nicht bestimmt 
22 2.1 nicht bestimmt 
23 2.1 16 20 27 27 23 23 57 53 17:1) 14:1 
2.1 2 nicht bestimmt — - 


mehr als das Zwei- bis Anderthalbfache dieses Wertes beim Erwachsenen 
aus. Daraus geht zwingend hervor, dap im Laufe der Entwicklung Sub- 
stanzen, welche weniger stickstoffreich sind oder solche, die gar keinen 
Stickstoff enthalten, im Gehirn aufgesveichert werden. Wie die Tabellen VI 
und VII beweisen, zeigen auch die kindlichen Gehirne einen gréberen 
Stickstoffgehalt, wenn auch dieser gréBere Gehalt gegeniiber dem 
Durchschnittswert erwachsener Gehirne nicht bedeutend ist 

Die Stickstoffverteilung in der Petrolatherfraktion beim fétalen 
Gehirn zeigt ungefihr die gleiche Zusammensetzung wie beim Er- 
wachsenen. Nur bildet bei manchen fétalen Gehirnen der Gesamt- 
aminostickstoff, d.h. der Cephalinstickstoff, einen geringeren Anteil 
als der Cholinstickstoff, wahrend ersterer beim Erwachsenen fast 
immer gréBer als letzterer ist. Daher ist bei diesen Gehirnen der Quotient 
Gesamtamino- zu Cholinstickstoff kleiner als 1. Mit Ausnahme des 
Gehirns der reifen Frucht, bei welchem sich Spuren von Galactosid- 
stickstoff finden, ist der Gehalt der Petrolatherfraktion an Cerebrosiden 
immer gleich Null. Dies bestatigt ebenfalls die Beobachtung Raskes, 
der im fétalen Gehirn kein Cerebrin nachweisen konnte und dies mit den 
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fehlenden Markscheiden in Zusammenhang brachte. Das Gehirn Nr. VI 
aus dem Ende des ersten Lebensjahre zeigt schon normalen Galactosid- 
gehalt, was mit der Hypothese, dab die Galactoside in den Mark- 
scheiden lokalisiert sind, gut iibereinstimmt. 

Die untersuchten Kindergehirne zeigen mit zunehmendem Lebens- 
alter ein Ansteigen der Petrolatherextraktsubstanzen und eine Ab- 
nahme des Stickstoffgehalts (Tabelle VI und VII). Die beistehende 
Abbildung zeigt den Anteil des Phosphatidstoffwechsels an der Ent- 
wicklung des Gehirns und gibt ferner ein Bild iiber den Stickstoff- 
gehalt und dessen jahen Abstieg wahrend der fotalen Epoche. 
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ame 

Fetale 
erode Abb. 1. 


Die auf der Abszisse aufgetragenen Zahlen bedeuten die Lebensjabre. Die links von der ersten 

Ordinate stehenden Ziffern bezeichnen die auf 1g Nativgehirn entfallenden Milligramm Petrol- 

athertrockensubstanz; gleichzeitig bedeuten diese Ziffern den Stickstoffgebalt ausgedriickt in 

cehntel Prozent. Die vollausgezogene Kurve zeigt somit die Vermehrung der Extraktstoffe im 

Laufe der Entwicklung, die gestrichelt gezeichnete Linie den Stickstoffgehalt in Prozenten der 
Trockensubstanzen. 


Wie aus der Abbildung ersichtlich ist. ist die Zunahme der Extrakt- 
substanzen in den ersten 3 Jahren eine bedeutende, parallel gehend 
mit dem schnellen Wachstum des Gehirns. In den folgenden Jahren 
bleibt das Gewicht des Gehirns ziemlich konstant, die Vermehrung 
an Petrolatherextraktsubstanzen aber ist eine langsame, jedoch kon- 
tinuierlich fortschreitende. Der Befund bei dem 20jahrigen Gehirn 
zeigt, dab um diese Zeit der normale Wert von 65 bis 70 mg Petrol- 
atherextraktsubstanzen pro 1 g Nativgehirn noch lange nicht erreicht 
ist, so daB demnach noch im dritten Jahrzehnt eine Einlagerung dieser 
Substanzen stattfindet. 

Auch die kindlichen Gehirne zeigen die schon besprochenen Schwan- 
kungen der Verteilung der Extraktsubstanzen auf die einzelnen Hirn- 
abschnitte. Besonders deutlich ist dies an dem Gehirn aus dem 5. Lebens- 
jahr zu bemerken, das im Teil B mehr als das Dreifache des Teiles A 
enthalt, wahrend der Mittelwert dem erwarteten Durchschnittswert 
entspricht. 
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Es zeigt sich somit ein im Laufe der Entwicklung des Individuums 
zunehmender Gehalt des Gehirns an Petrolatherextraktsubstanzen bis 
zu einer bestimmten Hohe, welche dann, soweit dies bei der kleinen 
Anzahl der untersuchten Gehirne zu sagen mdglich ist, wihrend des 
iibrigen Lebens konstant bleibt. 

Welche Bedeutung diesen Substanzen zukommt, dariiber libt 
sich bis jetzt nicht einmal eine Hypothese aufstellen. 


V. Zusammenfassung. 


In dieser zweiten Mitteilung wurde die Verteilung der Phosphatide 
der Petrolatherfraktion des Menschenhirns auf die verschiedenen Hirn- 
abschnitte untersucht. Es konnte festgestellt werden, daB die auf | g 
des feuchten Gehirns entfallende Menge der Petrolitherextraktsub- 
stanzen (fiir das ganze verarbeitete Gehirn berechnet) bei den normalen 
Gehirnen erwachsener Menschen eine konstante, die Verteilung dieser 
Substanzen auf die verschiedenen Abschnitte des Gehirns aber eine 
ganz unregelmaBige ist. 

Die Stickstoffverteilung in der Petrolitherfraktion des Menschen- 
hirns, mit den Methoden der ersten Mitteilung untersucht, war fast 
dieselbe wie in der gleichen Fraktion des Pferdehirns. Nur der Galaktosid- 
stickstoffgehalt erwies sich als wesentlich niedriger. 

AuBerdem wurden Gehirne von Féten und Kindern verarbeitet. 
Es zeigte sich, daB die fétalen Gehirne nur eine geringe Menge Petrol- 
itherextraktsubstanzen enthalten, deren Stickstoffgehalt aber um 
das Doppelte bis Anderthalbfache gréBer ist als beim Erwachsenen. 
Im Laufe der Entwicklung nimmt die Menge des Petrolatherextrakts 
zu, der Stickstoffgehalt ab. Dieser Abstieg ist in der Fétalperiode ein 
jaher, spater ein allmahlicher. Daraus ist der SchluB zu ziehen, dab 
im Laufe der Entwicklung weniger stickstoffreiche oder stickstofffreie 
Substanzen im Gehirn aufgespeichert werden. 

Der Gehalt des Gehirns an Petrolatherextraktsubstanzen erfahrt 
in den ersten 3 Lebensjahren eine starke, in den nachfolgenden Jahren 
eine geringere Vermehrung, die erst im 3. Jahrzehnt zum Abschlub 
kommen diirfte. 
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Beitrige zur physiologischen und pathologischen Chemie 
des Gehirns. 


III. Mitteilung: 


Uber die Phosphatide der Petrolitherfraktion des Gehirns bei progressiver 
Paralyse und bei Marasmus. 


Von 
Karl Singer. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener Physiologischen 
Universitatsinstitut.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der 


Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1928.) 


I. Einleitung und Fragestellung. 


Es ist schon seit langem bekannt, daB dem klinisch und pathologisch- 
anatomisch gut gekennzeichneten Krankheitsbild der progressiven 
Paral yse auch organchemische Veranderungen entsprechen. Von mehreren 
alteren Autoren (Noll, Mott, Halliburton', Koch und Mann*) wurde 
schon eine Abnahme des Lipoidphosphors des Gehirns festgestellt. 
Zwei italienische Forscher, Pighini und Carbone*, untersuchten bei 
mehreren Fallen von progressiver Paralyse die Gehirne nach dem 
Verfahren von Sigmund Frankel und steliten interessante Abweichungen 
gegeniiber dem Normalgehirn fest. Nach ihnen nimmt der Wasser- 
und Cholesteringehalt des Gehirns bei progressiver Paralyse stark zu, 
der Anteil des Petrolatherextrakts in Prozenten der Gesamttrocken- 
substanz erfahrt hingegen eine starke Verminderung. Auch die ge- 
sittigten Phosphatide sind verringert‘. 

Alle diese Untersuchungen weisen somit darauf hin, daB diese 
metaluetische Erkrankung mit einer Veranderung des Phosphatid- 
stoffwechsels einherzugehen scheint. 

Die Kenntnis der Phosphatide des Gehirns hat nun in den letzten 
Jahrzehnten eine bedeutende Erweiterung erfahren. Es ist das Verdienst 


1 Zitiert nach O. Firth, Lehrbuch 1, 299, 1926. 

2 Koch und Mann, zitiert nach Pighini und Carbone. 
’ Pighini und Carbone, diese Zeitschr. 46, 450, 1912. 
* Pighini, ebendaselbst 68, 304, 1914. 
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S. Frénkels', durch die Angabe der fraktionierten Extraktion des 
Gehirns die Erfassung der verschiedenen Phosphatidgruppen erméglicht 
zu haben. Sieht man von dem Leucopoliin, das sich mit dem Cholesterin 
in der Acetonfraktion findet, ab, so erhalt man nach Frankel haupt- 
sichlich die ungesattigten Phosphatide im Petrolather-, die gesattigten 
und die Cerebroside im nachfolgenden Alkoholextrakt. Ein weiterer 
Fortschritt in der Erkenntnis der Phosphatide war es, als es gelang, 
wohl charakterisierte chemische Verbindungen zu isolieren. 

So findet man unter den ungesattigten Phosphatiden vor allem 
das Lecithin und das Cephalin, welche durch ihre Stickstoffbasen Cholin 
und Colamin gekennzeichnet sind. Sicherlich ist damit die Zahl der 
ungesattigten Phosphatide des Gehirns nicht erschépft, doch sind 
diese Substanzen ein Hauptbestandteil dieser Lipoidgruppen und nach 
dem jetzigen Stande der Forschung am besten studiert. Die Frage- 
stellung einer Untersuchung, die es sich nun zum Ziel setzte, zu er- 
forschen, ob tiberhaupt bzw. welche quantitativen Veranderungen des 
Phosphatidstoffwechsels des Gehirns mit der Erkrankung an progressiver 
Paralyse verbunden sind, muBte nach alledem folgendérmaBen prazisiert 
werden: 

1. Sind die Phosphatide in ihrer Gesamtheit quantitativ verandert / 

2. Betrifft diese Verinderung vorwiegend ein bestimmtes Phos- 
phatid ? 

Il. Bisherige Ergebnisse. 


Die bisher vorliegenden Arbeiten, die in der Einleitung schon 
genannt worden sind, haben sich fast ausschlieBlich mit der ersten 
Frage beschiftigt. Der Grund hierfiir war der Mangel an geeigneten 
quantitativen Bestimmungsmethoden fiir die einzelnen Phosphatide. 

GemaB der vorerwihnten Angabe von Pighint und Carbone wurde 
in dieser Publikationsreihe vorerst allein die Petroldtherfraktion unter- 
sucht. Es wurde zuniichst (erste Mitteilung) eine Methode am Pferde- 
hirn ausgearbeitet, welche einen genauen Einblick in die Mengen- 
verteilung der einzelnen Lipoide dieser Fraktion gestattet. Zum Ein- 
teilungsprinzip wurde die Stickstoffverteilung genommen und der 
prozentuale Anteil des Cholin-, Colamin- und Nervonstickstoffs er- 
mittelt. Es zeigte sich auBerdem ein betrachtlicher Reststickstoff, 
der chemisch bisher noch nicht naher bekannten Stoffen zugeschrieben 
werden muB. Die Methode ist unspezifisch, gestattet aber, die Petrol- 
itherfraktion exakt und quantitativ einzuteilen, und geniigt damit 
vollauf den Anforderungen der Fragestellung. 

In der zweiten Mitteilung wurden in Gemeinschaft mit O. Deutsch- 
berger normale Menschenhirne untersucht. Das Gehirn wurde lings des 


1 S. Frankel, diese Zeit-chr. 19, 254, 1909. 
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Sulcus centralis Rolandi durchschnitten und der Petrolatherextrakt 
der beiden Teile gewonnen. Der vordere Teil .,A** enthalt vor allem 
das Stirnhirn. Diese Zweiteilung wurde vorgenommen, um gesonderte 

Standardwerte fiir das Stirnhirn zu erhalten, das meist — in den hier 

untersuchten Fallen immer — bei der Erkrankung an_progressiver 

Paralyse eine mehr oder minder hochgradige Atrophie aufweist. Durch 

diese Zweiteilung konnte ferner festgestellt werden, daB die Verteilung 

der Extraktsubstanzen auf die verschiedenen Hirnabschnitte eine ganz 
unregelmaBige ist. Manchmal enthalt der schwerere Teil ,,A“ viel 
weniger Petrolitherextraktsubstanz, pro Gramm Nativgehirn § ge- 
rechnet, als der leichtere Teil ,,B‘‘; in anderen Fallen wieder ist es 
gerade umgekehrt. Rechnet man aber die ganze erhaltene Menge 

Trockensubstanz auf die Gesamtheit des verarbeiteten Gehirns um, 

so kann man bei allen normalen Gehirnen einen fast voéllig konstanten 

Wert fiir die auf 1g Nativgehirn entfallende Petrolatherextrakt- 

substanzen feststellen. Es macht somit den Eindruck, als sei die Menge 

fiir 1 g Nativgehirn konstant, die Verteilung auf die Masse des Gehirns 
aber eine regellose. 

Als normal wurden die Gehirne solcher Menschen aufgefaBt, 
welche plétzlich (Suizid) oder an ganz akut verlaufenden Erkrankungen 
(Appendizitis) ad exitum gekommen waren. 

Wendet man nun diese Feststellungen auf die untersuchten pro- 
gressiv-paralytischen Gehirne an, so ergeben sich folgende Frage- 
stellungen: 

1. Ist die Menge der auf 1 g Nativgehirn entfallenden Extrakt- 
substanzen quantitativ verschieden von den Werten bei normalen 
Gehirnen ? 

2. Gilt die fiir die Normalgehirne festgestellte Konstanz pro Gramm 
Nativgehirn auch fiir die pathologischen Gehirne ? 

3. Zeigt die Mengenverteilung der Extraktsubstanzen dieselbe Regel- 
losigkeit beziiglich der Verteilung auf die einzelnen Hirn- 
abschnitte wie beim Normalgehirn oder erweist sich das patho- 
logisch-anatomisch am meisten betroffene Stirnhirn auch auf 
diese Weise als besonders verindert / 

4. Zeigt die Stickstoffverteilung in der Petrolatherfraktion eine 
Veranderung gegentiber den normalen Werten ’ 

5. Betrifft eine derartige etwaige Veranderung hauptsichlich 
wieder gewisse Hirnabschnitte / 


Ill. Methodik. 


Die Methodik war bei den in dieser dritten Mitteilung veréffentlichten 
Untersuchungen dieselbe, wie sie bei den normalen Gehirnen angewendet 
wurde (s. zweite Mitteilung). 


Hervorgehoben sei nochmals, da8B immer nur 
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mit gewohnlichem, kaéuflichem Petroléther extrahiert wurde, im Gegensatz 
zu S. Frdnkel, der nur die bis 55° iiberdestillierenden Anteile verwendete, 
da ein wesentlicher EinfluB auf die Verringerung des Reststickstoffgehalts 
nicht nachgewiesen werden konnte (s. erste Mitteilung). Auch die Befunde 
am normalen Menschenhirn, welche eine gute Ubereinstimmung mit den 
Werten Frdnkels zeigen, sprechen in diesem Sinne (zweite Mitteilung, 


Tabelle LV‘). 
IV. Pathologisch-anatomische Befunde. 


Untersucht wurden fiinf Gehirne von Paralytikern. Dieselben 
wurden mir von der Heil- und Pflegeanstalt Am Steinhof in Wien in 
freundlichster Weise iiberlassen, wofiir ich auch an dieser Stelle Herrn 
Dir. Prof. Dr. Berzé und Herrn Prosektor Prim. Dr. Léffler meinen 
ergebensten Dank ausspreche. 

Im folgenden seien die Sektionsbefunde der untersuchten Faille 


angegeben. 
Gehirn Nr. I. 56jaéhriger Mann. 

Klinische Diagnose: Marasmus paralyticus. 

Sektionsbefund: Hochgradige Atrophie des Stirnhirns. Verdickung 
der Leptomeningen. Mesaortitis luetica. Aneurysmatische Dilatation det 
Aorta ascendens. Lobulaérpneumonie im rechten Ober-/und Unterlappen. 

Pathologisch-anatomische Diagnose: Marasmus paralyticus. Pneumonie. 


Gehirn Nr. II. 57j&éhriger Mann. 

Klinische Diagnose: Von der Abteilung nicht gestellt. 

Sektionsbefund: Hochgradige Atrophie des Stirnhirns. Bindegewebige 
Verdickung und Odem der Leptomeningen. Graue Degeneration der Hinter- 
strange des Riickenmarks. Mesaortitis luetica der Aorta thoracalis mit 
hochgradiger diffuser aneurysmatischer Dilatation der Aorta ascendens. 
Lobularpneumonie beider Unterlappen. Schwere eitrige nekrotisierende 
Cystitis und beiderseitig aufsteigende Pyelitis. 

Pathologisch-anatomische Diagnose: Taboparalysis progressiva. 


Gehirn Nr. 111. 46jahriger Mann. 

Klinische Diagnose: Marasmus paralyticus. 

Sektionsbefund: Hochgradige Atrophie des Stirnhirns. Chronische 
Leptomeningitis. Hyperimie des Rindengraus. Konfluierende Lobular- 
pneumonie beider Unterlappen. Diffuse eitrige Bronchitis. Chronische 
Cystitis. Allgemeiner Marasmus. 

Pathologisch-anatomische Diagnose : Marasmus paralyticus. Pneumonie. 


Gehirn Nr. IV. 43jahriger Mann. 


Klinische Diagnose: Marasmus paralyticus. 
Sektionsbefund: Hochgradige Atrophie des Stirnhirns. Chronische 
Leptomeningitis mit vereinzelten frischen Blutungen der Leptomeningen 


1 K. Singer und Otto Deutschberger, Zweite Mitteilung, diese Zeitschr. 
198, 328, 1928. 
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bei hochgradigem Odem. Konfluierende Lobulérpneumonie beider Unter- 
lappen. Diffuse eitrige Bronchitis. 
Pathologisch-anatomischer Befund: Marasmus paralyticus. Pneumonie. 


Gehirn Nr. V. 49jéhriger Mann. 

Klinische Diagnose: Pneumonie. Marasmus paralyticus. 

Sektionsbefund: Hochgradige Atrophie des Stirnhirns. Chronische 
Leptomeningitis. Graue Atrophie der Hinterstrange des Riickenmarks. 
Mesaortitis luetica. Aneurysma der Aorta ascendens. Je eine apfelgroBe 
tuberkulése Kaverne in beiden Oberlappen. Rechts in der ganzen Lunge 
kaésig pneumonische Herde, davon einzelne im Zerfall. Pleuritis dextra. 
Chronischer Milztumor. Allgemeiner Marasmus. 

Pathologisch-anatomischer Befund: Taboparalysis progressiva. Ka- 
vernése Phthise. 

V. Chemische Befunde. 

Die folgenden Tabellen I und II orientieren iiber die bei den Para- 
lytikergehirnen ermittelten Versuchsergebnisse. Tabelle I zeigt die 
Resultate bei den Hirnteilen A und B, Tabelle II die fiir das Gesamt- 
hirn errechneten Mittelwerte. 


Tabelle I. 





Petrolather- Petrolatherfraktion 
fraktion Trockengewicht 





Nr. Alter Gesamt- Gewicht in g . . 
Dita : Trockens ro 1g Nativgehirn 
ont... Geschlecht 7 +7 quate be pro hs ~ ehi 
A B A B A B 
I rou 56 1300 495 620 40,5 75,0 82 121 
ll rou 57 1135 445 550 465 544 104 98 
Il ou 46 1165 490 500 §=46.5 39,7 95 61 
IV rou 43 1300 540 570 39,6 35.0 73 61 
V rou 49 1215 550 490 52,7 52,0 95 100 
Stickstoff Stickstoffverteilung in °/» 
Nr: | 2% der Relation : 
a. — CholineN Gesamtamino-N Galactosid-N | Rest-N | Amino-N: Cholin-N 
A B A B A B A B A! B A B 
I 14/15) 6/35 30 23 | Spuren 62/735 5 :1/ 58:1 
II 1,9 | 1,7 6 3 14 25 os 80 72 23:1;8 :1 
Ill 15 |}21] 14) 4 23 20 a 63 76 18:1/)5 :!1 
IV 19 1,2 818 22 24 pe 70 68 28:1 | 31:1 
V 15 14 8 5 20 15 « 72 80 25:1;8 :1 


’ 


Wie aus den Tabellen hervorgeht, ist die Verteilung der Extrakt- 
substanzen auf die Hirnabschnitte A und B eine wechselnde, die Gesamt- 
menge des Petrolatherextrakts aber ist bei fast allen Hirnen (mit Aus- 
nahme von Nr. [V) eine bedeutend gréBere als bei den Normalgehirnen. 








Physiologische und pathologische Chemie des Gehirns. IIT. 345 





Tabelle II. 

2+ Petrolithere Trocken- Stickst tt “ Stic . j 4 
g2 $2 “extrakt” subotens der eae Bae 
c= rockens lg rockens ‘ jesamt- yalace : é= 
“3 & & | substanz Netivgekire substanz Cholin‘N gminosN tosid-N Rest-N 3a 
ZO : 0 0 0 0 0 wer 

s 2 mg 0 0 lo 0 
1 1115, 1155 101 1,5 5 27 =Spuren 68 54:1 
Il 995, 1009 101 1,8 5 20 a 75 (52:1 
Tl 990 77,2 78 1,8 9 22 " 69 34:1 
IV 1110 74,6 67 1,6 8 23 = 69 29:1 
Vy 1040 104.7 98 1,5 7 18 rs 75 «6-2,.8:1 


Von einer Konstanz der auf 1 g Nativgehirn entfallenden Extraktmenge 
ist daher nichts zu bemerken. Die Werte steigen von dem beinahe 
normalen Befund von 61 mg pro Gramm Nativgehirn bis auf 105 mg 
an, also um mehr als 50%. 

Die Stickstoffwerte in Prozenten der Trockensubstanz schwanken 
zwischen 1,5 und 1,8°,, sind also etwas geringer als der normale Stick- 
stoffgehalt von 1,9°,. Dabei kommt nicht etwa dem Befunde einer 
gréBeren Menge an Extraktsubstanzen ein niedrigerer Stickstoffwert 
zu; der kleinsten Menge von 61 mg pro Gramm Nativgehirn entspricht 
1,6 %, Stickstoff, den gréBten Mengen Werte von 1,8 und 1,5 °,, Stickstoff. 

Daraus ist der SchluB zu ziehen, dag die Zunahme durch Substanzen 
erfolgt, die stickstoffrei sind oder wenig Stickstof{f enthalten. Diese Sub- 
stanzzunahme beruht nicht etwa auf einer nicht vélligen Extraktion 
des Cholesterins mit Aceton, da sonst der Stickstoffgehalt viel be- 
deutender abnehmen miibte. Es sind auch keine Cerebroside, da ja 
sonst der Galaktosidstickstoff ebenfalis eine Vermehrung erfahren 
miiBte, er hingegen eine Verminderung, welche nur mehr den qualitativen 
Nachweis gestattet, aufweist. 

Diese Befunde waren nicht die erwarteten, da nach Pighini und 
Carbone eigentlich gerade das Gegenteil angenommen werden mubBte. 
Diese Autoren fanden namlich eine Herabsetzung der Prozente des Petrol- 
dtherextrakts, ausgedriickt in Prozenten der Gesamttrockensubstanz bei 
den von ihnen untersuchten Fallen von progressiver Paralyse. Sie haben 
ihre Werte mit den Normalwerten von S. Frdnkel verglichen, ohne aber 
dessen Resultate bei ihren Untersuchungen nachzupriifen. Das einzige 
sogenannte ,,normale Gehirn“, das sie analysierten, war das eines an Pylorus- 
carcinom gestorbenen kachektischen Individuums, bei dem sie einen Wert 
von 22,4°%, Petrolétherextrakt, gemessen an der Gesamttrockenmenge, 
fanden. Dem Normalwert Frdnkels von 27,84°, gegeniiber bedeutet das 
eine Differenz von 19,3°%. Sie erkléren diesen abweichenden Befund 
durch den Marasmus des untersuchten Falles. 

Diese Ergebnisse von Pighini und Carbone sind nun nicht ohne weiteres 
mit den hier erhobenen Befunden zu vergleichen, da diese Autoren nach 


dem Original-Frdnkelschen Verfahren arbeiteten, némlich das Gehirn mit 
dem nur bis 55° iiberdestillierenden Petrolatheranteil extrahierten, wahrend, 
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wie schon bemerkt, die hier vorliegenden Versuche mit dem nicht raffinierten 
Petrolather angestellt wurden. 

Wie die Resultate iiber die Stickstoffverteilung zeigen, findet nun 
wirklich eine bedeutsame Verdinderung derselben statt, indem der Cholin-, 
also Lecithinstickstof/ auf ein Viertel bis ein Drittel des Normalwertes reduziert 
wird. Es ist durchaus denkbar, daB bei den dadurch verfanderten Lésungs- 
bedingungen der Phosphatide! auch Stoffe der darauffolgenden Alkohol- 
fraktion in den hier verwendeten Petrolather iibergehen, die beim raffinierten 
Petrolather nicht aufgefunden werden kénnen. Beim normalen Gehirn 
konnte ein Unterschied zwischen dem kéuflichen und dem raffinierten 
Petrolather nicht festgestellt werden, wie aus der Tabelle ITI der zweiten Mit- 
teilung ersichtlich ist, wo es sich nur um eine Differenz von + 4,3 °,, handelt ; 
diese Differenz ist wohl nur auf individuelle Schwankungen zuriickzufiihren. 

In einer anderen Arbeit hat dann Pighini nachgewiesen, daB auch die 
Lipoide der der Petrolaétherfraktion nachfolgenden Extrakte (heiBer Alkohol 
bzw. Benzol usw.) eine bedeutende Herabsetzung erfahren. 

Eine Klaérung dieser Frage ware also durch ein naéheres Studium des 
Alkoholextraktes zu versuchen. 

Die Stickstoffverteilung in der Petrolitherfraktion zeigt bei pro- 
gressiver Paralyse eine bedeutende Verdnderung. Der Cholinstickstoff, 
der normalerweise 22°, des Gesamtstickstoffs betragt, zeigt eine 
Herabsetzung auf durchschnittlich 7°%,. Auffallig ist, dab es speziell 
der riickwartige Abschnitt des Gehirns, der Teil B, ist, der besonders 
niedrige Werte aufweist. Auch dieser Befund entspricht eigentlich 
nicht den Erwartungen, da es ja das Stirnhirn ist, welches anatomisch 


0° 


besonders betroffen ist. 

Der Gesamtstickstoffanteil war in einigen Fallen vermindert, 
meist aber normal. Der Nervonstickstoff war nur in Spuren nachweisbar ; 
dieser Befund ahnelt also dem beim embryonalen Gehirn mit fehlenden 
Markscheiden und stimmt gut mit der pathologisch-anatomisch ge- 
sicherten Tatsache von der Zerstérung der Markscheidensubstanz 
iiberein. Werden doch die Cerebroside als den Markscheiden allein 
zukommende Verbindungen gewertet (s. zweite Mitteilung?). 

Der Reststickstoffanteil erwiés sich als bedeutend erhéht, was 
entweder auf ein Hinzukommen von Stoffen aus der Alkoholfraktion 
zuriickzufiihren ist, oder auf das Auftreten von neuen, nicht naher 
erforschten Substanzen, die an Stelle des Lecithins getreten sind. 

Die folgende Tabelle III stellt die Durchschnittswerte des normalen 
Gehirns denen des pathologisch veranderten gegeniiber. 

Einen klaren Einblick in die Veranderung des Phosphatidstoff- 
wechsels, die das Gehirn bei progressiver Paralyse zeigt, gewahrt die 
Aufstellung der Relation Amino- zu Cholinstickstoff. Wahrend normaler- 
weise die Werte fiir den Amino- und Cholinstickstoff nicht sehr bedeutend 


' Siehe die Einleitung der I. Mitteilung. 
2 Dese Zeitschr. 198, 328, 1928. 
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Tabelle 111. 





Stickstoff oftyv , 
Petrolatherextrakt = —_ ——— einen — Relation 
d Gah n ie lonenaee Trockem> ry ian Cesemt, Gelew | oon | AminoN 
es \seairns Pp &- ge substanz ONB*"\ aminos-N  tosid»N . Cholin-N 
mg ° 
Normal . 67 1,9 22 30 0.75 48 14:1 
ee « 99 1.6 7 22 Spuren 71 31:1 


differieren, der Quotient daher nur um ein geringes héher als 1 ist (1.4: 1), 
ist derselbe beim Paralytikerhirn deutlich erhdht (3,1: 1). 

Es konnte somit beziiglich der Veranderungen bei den Phosphatiden 
des Gehirns bei progressiver Paralyse folgendes ermittelt werden 

Die Menge der auf | g Nativgehirn entfallenden Petrolatherextrakt- 
substanzen ist gréBer als beim normalen Gehirn. 

Die fiir das nicht erkrankte Gehirn festgestellte Konstanz des 
Gehalts an Extraktstoffen pro Gramm Nativgehirn findet sich nicht; 
eine besondere Verteilung der Extraktsubstanzen auf die verschiedenen 
Hirnabschnitte laB8t sich nicht nachweisen. Es zeigt sich wie beim 
Normalgehirn dieselbe Regellosigkeit. Die Stickstoffverteilung in der 
Petrolatherfraktion zeigt eine bedeutende Verdnderung; man findet durch- 
wegs eine sehr hetrdchtliche Herabsetzung des Cholinstickstoffanteils, 
wohl einer Verminderung des Lecithins entsprechend, manchmal auch 
eine Verminderung des Cephalins. Besonders ,.B zeigt diese ver- 
anderte Stickstoffverteilung. 

Der Reststickstoff ist erhéht, was wohl entweder mit dem Hinzu- 
kommen von Substanzen aus der Alkoholfraktion oder aber mit dem 
Auftreten neuer Substanzen in Zusammenhang zu bringen ist 


VI. Befunde bei kachektischen Individuen, . 


Sowohl. die klinischen als auch die pathologisch-anatomischen 
Diagnosen heben bei den hier untersuchten Fallen von progressiver 
Paralyse den Marasmus der ad exitum gekommenen Individuen hervor. 
Es tauchte daher die Frage auf, ob die an den Paralytikergehirnen 
festgestellten Veranderungen des Phosphatidstoffwechsels fiir diese 
metaluetische Erkrankung spezifisch oder aber tiberhaupt fiir den 
Marasmus charakteristisch sind. 

Es wurden darum auch drei Gehirne von mehr oder minder 
kachektischen Individuen untersucht. 

Wie die Tabellen IV und V zeigen, wurde beim Gehirn Nr. VII fast 
dieselbe Stoffwechselstérung wie beim Paralytikergehirn gefunden, nam- 
lich die auffdéllige Verminderung des Lecithins. Es handelt sich dabei um 
ein durch die Stenose des Osophagus dem langsamen Hungertode aus- 
gesetztes Individuum, welches bei der Sektion einen hochgradigen 





_— —— 
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Taly 
+ ad ~ 
i 
3 s = 3 Petrolatherextrakt Petrolathere trakt 
"e 2/15 &., Gewicht ing) Trockengewicht Trockengew ic! 
° Todesursache 4!e/|2- in g pro 1 g Nativgenim 
e Py - = In meg 
3 SR) eo Ft, 
z “12/18 A 8 A i A B 
VI | Carcinoma recti (wahrend 
; Operation gestorben) . o* 52 1280 600 520 504 36.4 84 7 
VII | Carcinoma oesophagi 
' Marasmus As o 53 1310 610 540 52.9 30,4 87 v7 
VIII | The. pulm. chronica . . co 28 1220 610 470 491 65,4 8) 104 
Tabelle V. 
E S a Eis Stickstoffverteilung 
ae | Sede | ental iS ae Stic " 
2 §3 2323 2225-2 3,25 eZZ 
fe B SESe GE3Ze2 BUZZ 4. Q: Gesamte Galace , (3s gs 
z & 2 5 oe 2. é oe 3 ae $ A) 3 CholinsN emino-N | tosidsN Rest.N 4 as 
7 3 . Zz wed 
zZ Pa g mg %o Ho %o . 
VI 1120 868 77 1,7 16 26 0,66 58 16:1 
VII 1150 833 71 1.6 9 20 0,75 71 22:1 
VIII 1080 114.5 92 1,5 14 23 0,75 63 1,.6:1 


Verfall aufwies. Die beiden anderen Gehirne zeigen eine geringere 
Abweichung, die aber doch in derselben Richtung gelegen ist. Der 
Galaktosidstickstoff war bei allen Gehirnen in normaler Menge qualitativ 
nachweisbar, was mit den histologischen Ergebnissen der intakten 
Markscheiden gut im Einklang steht. 

Die Petrolitherextraktmengen zeigen seltsamerweise beim Tuber- 
kulosehirn einen hohen Wert, bei den beiden anderen Gehirnen keine 
oder eine nur geringfiigige Erhéhung. Der Stickstoff in Prozenten der 
Trockensubstanz wies denselben Wert auf wie bei den Paralytikerhirnen. 

Es ergibt sich daraus somit, daB die bei der progressiven Paralyse 
festgestellte Verinderung des Phosphatidstoffwechsels des Gehirns 
keine fiir diese metaluetische Erkrankung spezifische ist, wie die Er- 
gebnisse bei dem am Carcinoma oesophagi ad exitum gekommenen 
Individuum beweisen, vielmehr um einen fiir den allgemeinen Marasmus 
charakteristischen Befund. 

Es sei nochmals hervorgehoben, daB auch Pighini und Carbone bei 
dem Gehirn eines Falles von allgemeinem Marasmus eine, ihrem Ergebnis 
bei progressiver Paralyse gleichsinnige Veraénderung fanden, was vielleicht 
auch als Stiitze fiir die vorhin erwaihnte Erkléarung der Differenz der er- 
mittelten Befunde angesehen werden kann. 


VII. Zusammenfassung. 


Es wurde bei fiinf Fallen von progressiver Paralyse die Petrol- 
atherfraktion der Gehirne nach dem in der ersten Mitteilung (Pferde- 
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Ta 
Stickstoffverteilung in © , 
rex trakt Stickstoff R 
gewicht n %%, der A — — 
ee Trockensubstanz CholinsN GesamtaminosN Galactosid«N Rest+N eenettteeeenes 
4 B A B A B A B A B A B 
7 1.6 1,7 20 12 20 31 0,66 0,66 60 57 1 :1 | 26:1 
if} 1,3 1,8 8 9 20 20 380,75 | 9,66 72 7 25:1 | 22:1 
104 1.4 1,6 20 8 23 22 0,75 0,75 57 70 12:1 | 28:1 


hirn) angegebenen Verfahren untersucht und mit den Ergebnissen der 


zweiten Mitteilung (normales Menschenhirn) verglichen. 


Die Menge des auf 1 g Nativgehirn entfallenden Anteils der Petrol- 


aitherextraktsubstanzen war bei dieser Erkrankung vermehrt; der Stick- 


stoffgehalt in Prozenten der Trockensubstanz dagegen herabgesetzt. 

Es ergab sich ferner eine auffallige Veranderung der Stickstoff- 
verteilung in der Petrolitherfraktion, nimlich eine Herabsetzung des 
Cholinstickstoffs (wohl dem Lecithin entsprechend) auf etwa ein Drittel 
des Normalwertes, in einigen Fallen auch eine geringe Herabsetzung des 
Aminostickstoffs (Cephalinanteil). 

Der Galaktosidstickstoff (Nervon) war nur in Spuren nachweisbar 

Die Relation Gesamtamino- : Cholinstickstoff ergab im Mittel statt 
des Normalwertes von 1,4: 1 den Wert 3,1: 1. 

Diese Lecithinverminderung stellt aber keine fiir die progressive 
Paralyse spezifische Stérung des Phosphatidstoffwechsels dar, da auch 


kachektische Individuen dieselben Befunde zeigten. 


Diese Verdnderungen der Phosphatidzusammensetzung des Gehirns 


erscheint somit fiir den Marasmus iiberhaupt als charakteristisch. 


Nur der Galaktosidstickstoff war bei den kachektischen Gehirnen 
in normaler Menge vorhanden. 








Zur Frage der Beeinflussung des Phosphor- und Kalk- 
stoffwechsels durch Hypophysenpriparate. Zugleich ein Beitrag 
zur Untersuchungsmethodik des Mineralstoffwechsels. 


Ve m 
Fusakichi Nakazawa. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitatsinstitut.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1928.) 


I. Einleitung. 


Es ist ausreichend bekannt, ein wie groBer EinfluB den Driisen 
mit innerer Sekretion im Laufe der letzten Dezennien auf die Regelung 
der Verkalkungsvorginge im Organismus zugeschrieben worden ist 
und daB sich das Interesse in dieser Hinsicht, neben den weiblichen 
Sexualdriisen, der Thymus, den Epithelkérperchen und der Thyreoidea, 
in erster Linie der Hypophyse zugewandt hat. 


Es geschah dies vor allem angesichts des Umstandes, daB die Akro- 
megalie und der Gigantismus mit ihrem gewaltig gesteigerten Knochen- 
wachstum ja ganz allgemein mit einer Uberfunktion des driisigen Anteils 
der Hypophyse in Zusammenhang gebracht werden. Weniger eindeutig 
sind allerdings die Versuche! ausgefallen, durch Beibringung von Hypo- 
physenpréparaten bzw. durch Implantation von Hypophysengewebe, 
eine Wachstumssteigerung des Knochengewebes herbeizufiihren. Manche 
Autoren haben allerdings ein vermehrtes Langenwachstum von Réhren- 
knochen oder aber Knochenverdickungen infolge verstarkter knochen- 
bildender Funktion des Periosts bemerkt; und umgekehrt hat man bei 
jungen Hunden nach Hypophysenexstirpation mangelhafte Verkalkung 
und Knochenbriichigkeit beobachtet?. Andere Versuche sind aber wiederum 
negativ ausgefallen. Besonders beachtenswert aber ist immerhin die Tat- 
sache, daB es durch Fiitterung einer Salamanderart mit Hypophysen- 
vorderlappen vom Kalb gelungen ist, Riesenexemplare zu erzeugen*. 
Bab hat auf der Wiener Frauenklinik bei Osteomalacie durch Hypophysen- 


1 U. Caletti, Rend. Accad. Lincei. 17, 555; Arch. ital. de Biol. 47, 
122, 1907; A. Exner, Zentralbl. f. Physiol. 24, 387, 1910; R. Brailsford 


und Robertson, Journ. of biol. Chem. 24, 1916; BR. Klinger, ebenda 
177, 1919. 

2 Versuche von Ascoli und Legnani u. a. 

8 BE. Uhlenhut, Journ. gen. de Physiol. 1920, 8. 3. 
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behandlung namhafte Besserungen erzielt. So schien denn auch der Vor- 
schlag! nicht unberechtigt, die gleiche Behandlung bei Rachitis sowie 
zur Konsolidierung des Callus bei Frakturen zu versuchen. 

Noch widersprechender aber lauten die Angaben in bezug auf die 
Beeinflussung der Kalk- und Phosphorausscheidung durch Hypophysen- 
praparate. 

Die Frage nimmt von Versuchen des Wiener Internisten Artur Schiff? 
aus dem Jahre 1897 ihren Ausgangspunkt. Dieser fand zwar, daB die 
Verabreichung von Hypophysentabletten keinen EinfluB auf den Stoff- 
wechsel eines jungen, kraéftigen Mannes hatte. In zwei anderen Fallen 
(Akromegalie, sowie ein alteres Individuum) erfolgte dagegen unter Hypo- 
physisdarreichung eine sehr hochgradige Steigerung der Phosphorsdure- 
ausscheidung, die, wie aus dem gleichzeitigen Verhalten der Stickstoff- 
ausscheidung zu ersehen war, nicht etwa auf gesteigerten Eiwei®zerfall 
zuriickgefiihrt werden konnte und den Gedanken an eine gesteigerte Ein- 
schmelzung des Knochengewebes nahelegte. Thompson und Johnston*® beob- 
achteten bei drei im Stickstoffgleichgewicht befindlichen Hunden nach 
taglichen Gaben von 1 bis 3g bei niederer Temperatur getrockneter 
tierischer Hypophysen vermehrte N- und Phosphorséureausscheidung 
unter Abnahme des Koérpergewichts. 

Weiterhin haben eine Reihe von Autoren‘ bei gesunden und kranken 
Menschen (Akromegalie, Osteomalacie, hypophysérer Fettsucht und 
Paralysis agitans) unter dem Einflu8B von Hypophysenpraéparaten eine 
vermehrte Ausscheidung von Kalk und Phosphorséure bemerkt; andere 
Autoren® wiederum aber umgekehrt eine verminderte Ausscheidung. 
Auch bei Tieren bemerkten einige Beobachter* nach Verabreichung von 
Hypophysenpraéparaten vermehrte Kalk- und Phosphorausscheidung 
bzw. Anstieg des Kalkes und Phosphors im Blute, einige andere Autoren? 
sahen aber keine Veraénderungen des Phosphor- und Kalkstoffwechsels. 


Dem Gesagten zufolge erscheint also die Frage, ob Hypophysen- 
priparaten tatsachlich ein spezifischer und charakteristischer Einflub 
auf den Kalk- und Phosphorsadurestoffwechsel zugeschrieben werden 
darf oder nicht, noch véllig ungeklart. Ich bin daher gern der seitens 


1 4. Biedl, Wiener klin. Wochenschr. 1911, 8. 998. 

2 A. Schif/, Zeitschr. f. klin. Med. 32, Suppl. H., 284, 1897. 

W.H. Thompson und H. M. Johnston, Journ. of Physipl. 38, 189, 
1905. 

* Moraczewski, Zeitschr. f. klin. Med. 48, 336, 1901; Freund and 
Lockwood, Ann. of Med. 1, 67, 1920; Bauer, Wiener klin. Wochenschr. 
1921, S. 314; Leicher, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 141, 85, 1922; Rubinraut, 
zitiert nach Biedl, Innere Sekretion 2, 152, 1913. 

5 Bab, Miinch. med. Wochenschr. 1911, 8. 1814; Neu, Zentralbl. f. 
Gyn. 85, 1233, 1911; Klotz, Miinch. med. Wochenschr. 1912, 8. 1145; 
Elfer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 110, 259, 1913. 

® Malcalm, Journ. of Physiol. 30, 270, 1904; Falta, Bertelli und 
Tedesco, Verh. d. Kongr. f. innere Med. 1909, 8.138; Mocchi, Atti R. 
Acead. Fisiocritica 218, 835 (Lab. fisiol. Siena); zitiert Jahresber. f. Tier- 
chem. 40, 613, 1910; Rossinsky, Zeitschr. f. klin. Med. 97, 334, 1923. 

7 Oswald, Virchows Arch. 169, 444, 1902; Houssay et Mazzoceo, ©. R. 
Soc. de Biol. 86, 409, 1922. 
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des Herrn Prof. Otto Fiirth an mich gerichteten Aufforderung nach- 
gekommen, eine Neubearbeitung des Problems unter verbesserter 
Versuchstechnik und Anwendung strengerer Kritik zu versuchen. 


II. Methodisches. 


Was nun die Methodik derartiger Untersuchungen betrifft, erschien es 
vor allem unerlaBlich, Vorderlappen- und Hinterlappenpraparate streng 
auseinanderzuhalten, und dies um so mehr, als ein gewisser Antagonismus 
dieser beiden Organanteile mehrfach behauptet worden ist'. Unter 
den zur Verfiigung stehenden Hinterlappenpraparaten wihlten wir 
zwei, welche uns durch Dosierung im Tierversuch besondere Garantien 
fiir ihre Wirksamkeit zu bieten schienen, naimlich das Hypophysin 
(Héchst), sowie das Pituglandol (Roche). Als Praparat, das aus dem 
vorderen, driisigen Lappen der Hypophyse bereitet ist, diente uns das 
Anteglandol (Roche). 

Eine der wesentlichsten Fehlerquellen bei alteren einschlagigen 
Untersuchungen ist die Nichtbeachtung des Umstandes, daB es bei 
Kalkphosphor-Stoffwechselversuchen unerlaBlich ist, nicht nur die 
Analyse des Harns, sondern auch der Fdzes vorzunehmen, da, wie ja 
jetzt allgemein bekannt ist, ein groBer, ja unter Umstanden der gréBere 
Teil des aus dem Organismus eliminierten Ca und P seinen Weg in den 
Darm hinein nehmen kann. Auch die eventuelle Untersuchung des 
Ca- und P-Spiegels im Blute vermag diese Vorsicht nicht tiberfliissig 
erscheinen zu lassen. 

Die Hauptsache bei derartigen Versuchen ist aber eine gleichmdfige, 
praktisch Ca-, P- und N-freie Erndhrung wahrend der ganzen, sich 
auf mehrere Wochen erstreckenden Versuchsdauer. In Anlehnung an 
friihere Versuche dieses Instituts? wahlten wir fiir unsere (7 bis 10 kg 
schweren) Versuchshunde eine tagliche Normalkost, die aus 50 g Starke, 
50 g Zucker, 50 g Speck und 5g Kochsalz bestand. Zucker, Starke 
und Salz wurden in 100 cem Wasser gelést bzw. suspendiert und mit 
der Schlundsonde eingefiihrt, waihrend der Speck nebenbei verfiittert 
und gern genommen wurde. Die Wasseraufnahme seitens der Versuchs- 
tiere unterlag keiner Beschrankung. Eine derartige Kost entspricht 
einem Energiegehalt von etwa 700 Cal, erscheint sonach mit 70 bis 
100 Cal pro Kilogramm Kérpergewicht ausreichend bemessen; derart, 
daB sich die infolge EiweiBeinschmelzung unvermeidliche Gewichts- 
abnahme nur langsam vollzieht. 


1 La Barrer, C. R. Soc. de Biol. 91, 601, 1924; Loewy, Sammlung 
zwangloser Abhandlungen a. d. Gebiet der Verdauungs- und Stoffwechsel- 


krankheiten 10, 37, 1927. 
2 R. E. Mack (Laborat. von O. Fiirth), Pfliigers Arch. 209, 1, 1925. 
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Meine Analysen erstreckten sich auf Gesamt-N, Ca und P im Harn 
und Kot. Der Harnkalk wurde in tiblicher Weise als Oxalat bestimmt. 
Die Harnphosphorsdure wurde durch Titration mit Uranylacetat®, der 
Stickstoff nach Kjeldahl ermittelt. Die Kotanalyse wurde durch eine 
Veraschung auf nassem Wege nach A. Neumann® eingeleitet. Sodann 
wurde das Calcium nach Aron, van der Heide und S.Gutmann* bestimmt 
(Fallung als Calciumsulfat, Uberfiihrung in Calciumcarbonat durch 
Kochen mit Sodalésung, Lésung in Essigsiure, Fallung als Oxalat), 
der Phosphor aber alkalimetrisch nach A. Neuwmann®. Dabei wird die 
Substanz durch Sauregemisch-Veraschung zerstért. Aus der Aschen- 
lésung wird die Phosphorsiure als Ammoniumphosphormolybdat 
gefallt. Der ausgewaschene Niederschlag wird sodann in iiberschiissiger 
n/2 Natronlauge gelést und, nach Wegkochen des Ammoniaks und 
Erkalten, mit n/2 H,SO, zuriicktitriert, wobei jedem verbrauchten 
Kubikzentimeter n/2 NaOH 1,268 mg P,O, entspricht. 

Die Analysenergebnisse wurden derart umgerechnet, dai stets 
die Summe des Ca und P, die im Harn und Kot zum Vorschein kam, 
berechnet (Ca,,, und P,,,) und tiberdies auf die Einheit des Stick- 
stoffs bezogen wurde (Ca, ,,/N und P,,,/N). Wir vermochten uns 
so von dem Faktor des jeweiligen Eiweibzerfalls unabhangig zu machen. 


Ill. Versuche. 


Die Versuchsdaten sind aus den Tabellen i, I und III zu ersehen. 

Die Betrachtung der Versuchsergebnisse belehrt uns dariiber, 
daB bei unseren mit Kohlehydrat-Fettnahrung praktisch N-, Ca- und 
P-frei gefiitterten Versuchstieren die Beibringung der Hypophysen- 
praparate die Kalk- und Phosphorsdureausscheidung keineswegs in 
irgendwie bemerkenswertem, das Ausmaf} der physiologischen Schwan- 
kungsbreite tibersteigendem Umfange beeinfluBt hat. Es liegt also 
vorldufig keinerlei Veranlassung vor, eine wesentliche direkte Beein- 
flussung des Kalk-Phosphorstoffwechsels durch Hypophysenhormone an- 
zunehmen. Man wird vielmehr vermuten miissen, daB dort, wo ein Einflug 
der Hypophyse auf den Haushalt des Kalkes und des Phosphors in irgend 
einem Sinne elwa in Erscheinung treten mag, es sich um einen indirekten 
EinfluB, etwa auf dem Umwege iiber andere hormonale Organe, handeln 
diirfte. 


1 Vgl. E.Spdth, Die chemische und mikroskopische Untersuchung 
des Harns, 5. Aufl., 8.72. Leipzig, J. A. Barth, 1924. 

2? Vgl. Hoppe-Seyler-Thierjelder, Handb. d. physiol. u. pathol. chem. 
Analyse, 9. Aufl., 1924, 8. 693. 

3 A. Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 115, 1902; 48, 32, 1904. 

* S. Gutmann, diese Zeitschr. 58, 470, 1914. 

5 A. Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 129, 1902. 
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Tabx 
Harnanalyse Kotanalyse 
Datum jaan = _ 
trockenen , 
Menge P Ca Sostinde P a 
ccm x g s £ 2 
28. X. 620 | 0.1023 | 0.0967 0,0124 10.0197. 0.8184 
0.0911) °° 0,0130 | 
29. X. | 0 | 0,070 \ 0.0948 0,0958 | 6.0060  0,6321 
0.0916} 0.0067 | 
30. X. 700 | 0,1078 | 6 1078 | 99108) 9 o103 0.9810 
0.1078 | 0.0098 | en 0.2937 0.248 
‘ , or vie rw ys o Tag pro Ta 
31. X. 230 | 0,0759 ) 0.0810 0,0034 | 0.0088 0.5875 A489 Bo: 
0,0862 | ~’ 0,0042 J 
1. XI. 165 | 0,1603 | 1 | 0,0934 | 0.0037 0.5689 
0.1524 | 0,1568 0.0039 | eer | 6, 
2.XI. 210 0,1178 | 9 5094 0,0106 | 5 o106 1.0584 
0.1224)" ~ 0,0106 | 
leem Pitugl 
3. XI. 310 | 0,1909 | og | 0,0221 | 9.0219 | 1.3063 
0.1943 | 92926 | 6 go17 j 0.0219 | 1,306 
Lleem Pitugla 
4. XI. 215 0,0284 | 9 go79 0,0019 | 9 apa0 0.4244 
0,0260} ~~ ~ 60,0021) ° 
5. XL 300 =| 0,2310) on 0,0101 \ 9.0122 | 1.5892 
0.2343 | 826 0,0143 |’ on Pe 37 0.3309 0.205 
153 ye Tag pro Ts 
6. XI. 240 | 0,0845, 0,0053 | - an 0,0550 0.03 
: ( 0,0052 1,0617 
0,0891 | 0,0868 0.0050 | 
7. XI. | 570 0,0502 | BF 0,0207 | , es 
IH3E : 0,0199  0,6849 
0,0564 | 33 9 n192 | 
8. XI. 690 | 0,0759 | ‘i 0,0270 | 0o7k 0212 
o.oges | 20794 0.0280 | 0,0275 | 1,0212 
leem Pitugl 
9. XI. 380 | 0,0522 ) = 0,0170 ) —_ 
),05% 0.0160 0.5639 
00585 | 9°53 | 6 o149 | | 
10. XI. 630 | 0,0901 | 9 oggg | 92121 oy oo19 | 1.7262 | 33 = 01470 0,081 
0,0832 j 00866 0.0212} ’ 212 nears | pro Tag pro Te 
LAL. > Aiea 
. on -_ 1136 
11. XI. 360 0,0554 | 9 o50 0,9136 | 9 9131 


25 


0.0515 | 


0,0126 | 


0.9864 


























Beeinflussung d. P- u. Ca-Stoffwechsels durch Hypophysenpraparate, 395 


; + 
a Hund Nr. 1. 





Phik 
di. Summe von P 
Harn und Kot 


Durchschn 


Ca Tas vor un 
pro fag nach der 
Injektion 
1.1456 
1432 
1567 
1.245 
ro Ta 
0405 HB 0.1299 


2052 0,1680 





1690 
gl B 
2476 
gl ; + 
), 0822 0.1898 
2050 fa 876 
ro la 
).054 
1.1418 
1.1083 
0.1213 
1344 
gl 
11043 
aa = 0.1356 0.1141 
Vf P7 
0.1025 


Ca, -k 
d.i. Summe von Ca 
in Harz und Kot 


Durchschn. 





pro Tae ech der 
Injektion 

0,0532 

0.0465 

0,0508 

0,0443 

0,0442 | 0,0465 

0,0511 

0.0561 

0.0362 0.0445 

0,0464 

0.0394 

0,0541 | 
0.0579 

0,0617 

0.0430 

0.0482 0.0438 

0.0401 
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0,18 


0.23 


0.17 


0,22 


0,36 


0,20 


0,19 


0,19 


0,18 


0,13 


0,16 


0.13 


0.18 


0,09 


0,12 


0,06 


0.07 


0,05 


0.017 


0,08 


0,05 


0.04 


0,08 


0.03 


0.04 


0,08 


0,06 


0,08 


0.03 


0,04 


Bemerkungen 


Hund, 4, 9600 g, seit 24. X. im 
Versuchskafig unter strenger 
Kost 


K.-G. 9500 


Teilweises Erbrechen der Nah- 
rung 


Erbrechen, aber viel weniger 
als am Tage vorher 


K.«G. 9300 


lcem Pituglandol subkutan 
3 Ubr nachmitteys 


KG. 9150. 
leem Pituglandol 1 Uhr nach- 
mittags 


KG. 8800. 


K.*G. 8600. 


lecm Pituglandol 3 Ubr nache 
mittags 


K.sG. 8200. 
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Tabelle 1) § Hi 
Harnanalyse Kotanalyse 
_— 7 Menge im; i 
Menge P Ca :s P ( 
com g ry s 8 ru 
17. XI. 250 | 0,0495 0,0325 |» peor . 
0,0468 | 920482 | n'ogon | 0825 0,650 | 
6 0,0898 0.0050 
18. XI., 600 | 0,1300 0,0445 ) . | 
0'1340 | 1820 0.0437 | 0,0441 | 1,110 pro Tag0),0450 | pro Tag (),(()2 
leem Hypophys < 
19. XI.)| 500 | 0.1760) 4 yraq | 90,0532) 9 pr ae - 
0.1705 j 01 732 0. 1539 j 0,0536 1,450 
20. XI.) 600 0,0924 =~ | 0,0462 | . , 
O0ee0 0,0957 | 9’o4g2 | 0.0462 0,840 
21. XI.) 185 0,0719) 9 pra | 0,0112) 9 a19 " ini ™ ? 
010752 | 00782 | y'g13q }00123 1,442 / 22 ou1788 ons f° 
22. XI.) 620 0,1362 0,0295 | 0,034 0,0025 
0/1304 | 1883 | hogs | 0.0290 1,698 
23. XI.) 440 0,0924 . | 0,0234 | - a 
0.0968 | 920946 | g'qag4 | 0.0234 0,678 | 
2cem Hypophysink* 
24. XI. 750 | 0,1000 0,0402 : 
1000 | 6 o962 0,0402 1,120 
0,0924 |’ 0,0402 | ~’ 
ov | 20 0,0940 0,0084 
25. XL 820 0,0704 | > 0,0147 | x ~ o Tag 0470 Tao). ) 
00672 | 050688 | o'943 | 000145 0,845 proTag0,0470 proTag (0/4 0, 
26. XI.|| 440 | 0,0919) 0,0270 | _ 
27. XI.)) 430 | 0.0587 | 0,0567 | 0.0183 | 0,0193 | 0,787 | 24 0.2000 0.0240 f°. 
; ; | pro Tag0),0666 pro Tag(),()S) 
28. XT.) 160 | 0,0884) 9 pace | 0.09781) 5 ane 0 
070317 | 2:0326 | o'po xp | 0:0079 1,184 { 
leem Anteglan - 
29. XI. 600  0,1782) 9 yegoq | 0,0182 | “—- . 03 
0°1782 | 0,1782 0.0179 | 0,0180 1,386 19 0,1000 0,008 ‘ 
30. XI.) 459 0,1386) . | 0,0180) , , — 0.9 
0,1386 | 0,1386 0.0195 | 0,0193 0,990 13 0,0715 0,0040 
1. XII. 300 | 0,1182) 4 442, | 0,0200 0 
0,1170 | 0,0290 1,200 it 
0 ’ 4) ’ 
/0,1158 | 0,020 | = en anes 
2. XII.) 210 | 0,0629) . ncoe | 0,0120) 0820 re 
0.0629 | 0,0629 | 00080 | 0,0100 | 0,594 | pro Tag),0820 | proTag 0,0 1 








belle I] 


tI 50) 
ig 1) ,0025 


pophys 


125 
> Tag 


025 


ophysi 6 


Os4 


10,0042 


240) 
0 ny 


glan 


080 


O40) 


120 


0.008 
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Hund Nr. 2. 








Paik 
di. Summe von P 
in Harn und Kot 


Ca), +k 
d.i. Summe von Ca 
in Harn und Kot 





Durchschn. 


Tex vor und 
bd nach der 
Injektion 


),0932 
0,1351 
1770 
02080 | 
0.1305 0,1488 


0.1080 | 


0.1681 
0,1487 
0.1294 
1.1432 | 
.1158 |} 0.1392 
0.1586 
0.1233 
0,1112 
),0992 
1.2782 | 
2101 0,2291 
1.1990 | 
01449 | 


Durchschn, 
pro Tag vou und 
Injektion 
0,0350 
0.0408 
0,0466 
0,0561 | 
0,0487 0.0899 
0,0148 
0,0315 
0,0287 


0,0259 


0,0444 


0,0187 | 00326 
0,0347 
0.0273 

0,0216 
0,0159 


0,0260 


0,0238 $0,0251 


ee ———_ 


0.0260 


0.0160 


Prhik 
N 


0,14 


0,16 


0,14 
0,16 
0,08 
0,10 


0,19 


0,13 
0,14 
0,14 
0,16 


0,08 


0,20 
0,23 
0.17 


0,24 


Ca, +k 
N 


0,05 


0,04 


0,04 
0,06 
0,01 
0,02 


0,04 


0,04 
0,02 
0,08 
0,03 


0.01 


0, 2 
0.03 


0,02 


0,08 


= 


Bemerkungen 


Hund, 9°, 6800”, am 14. XI. in 
Versuchskafig 


lecm Hypophyein subkutan 
3 Ubr nachm. K.G. 6700 


K.«G. 0700 


K.«G. 7000 


2ccem Hypophyein subkutan 
3 Uhr nachmittags 


K «G. 6000. Diarrhée 


leem Anteglandol subkutan 
2 Uhr nachmittags 


Diarrhée. K.-G. 6300 


Diarrhée 


K.-G. 6000 
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Tabelle 1) 
Harnanalyse Kotanalyse 
Datum ners —_—_—_—__— 
Menge im 
Menge P Ca a ae P Ca 
ccm ru g z£ 2g £ 
8. XII. || 230 0,1467 ) 0,0108 | 
: 0,1480 0.0108 | 1,380 
0,1492 | 0,0108 | 
9. XT. 410 | 0,1178 ) , | 00292)... = . 
0,1127 0,0300 | 1,240 11 0.1513 0,004 
0.1082 | 0.0308 | winsten: | tee 
10. XII. | 420 | 0,0882 ) 0,0358) ore | Seen 
. 0.0809 0.0362 | 1,110 
| 0,0786 | 0,0371 | 
2eem Anteg/ 
11. XII. 480 | 0,1058 | 0,0316) 
0.1110 -0,0333 1,200 
0,1162 | 0,0349 | 
12. XII. | 340 | 0.0935). | 0,0174 ) 2 
_ + 0,0935 -0,0183 | 1,150 
0,0935 | 0,0192 | = | emme | en 
2b ,2uf ALD. 
13. XII. | 470 | 0,0724 | 0,0203 | . : pro Tag pro Ta 
0,0724 - 0.0200 1,410 Mas wr 
0,0724 | 0,0187 | 0,0645 | 0,002 
14. XI. | 470 | 0.1602) | 00165)... , 
0,1615 _. , 0,0159 1,640 
0,1628 | 0,0158 | 
15. XII. | 410 | 0,0910 0,0133 
ales 910 | 6 0896 ” | 0.0139 | 0,580 
0.0882 | 0.0145 | | 
| 24 0.2400 0.004 
16. XII. 570 | 0,1568 | 0,0254 ) pro Tag __—s pro 7 
0.15 » 0,0267 600 ‘ , 
0.1630 | 71> | ooze | °°" 1,6 0,1200 | 0,002 
3 eem Antegla 
7. XM. 00 | 0.1280 0.0103 | 
o. a . - \ 0.1300 | 0.0108 | 1,060 
0.1320 | 0.0114 | 
18. XII. | 450 | 0,1386 ' 0.0112 
oh Haas | 0.1336 \o,0117 0,950 
0,1320 | 0,0122 | 
45 0,4950 0,000 
9. XII. | 245 | 0,0908 0,0176 T a4 
tee) eee \ 00908 ” 10,0164 0,530 r1237 0.0 
0,098 | 0,0152 
20. XII. |) 580 | 0,1050 0.0148 
- loro99  “** oois0 | 1,160 
0,1148 | 0,0158 | 
. XII. 0 | 0.1122 0.0141 
i . rs | 0.1097 . 0,0133 0,680 ; 
0,1072 | 0,0125 | 














abel I] 


0.0045 


pro li, 
0,001) 


integl 


0,008 


pro Ts 
0.002 


00055 


pro | 
O.008 


ntegla 








ind Nr. 


3. 
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Phik 
ii. Summe von P 
n Harn und Kot 


ro Tag 


0,1985 


0.1632 


0.1314 


0,1578 


0.1367 


0.2258 


0),2096 





Durchschn. 


vor und 
nach der 
Injektion 


0,1644 


0,1566 


0,2384 


0,2418 


Ca), 


tk 


d.i. Summe von Ca 
in Harn und Kot 


pro Tag 


0.0123 


0,0315 


0.0377 


0,0353 


0.0203 


0,0220 


0,0179 


0.0160 


0,0288 


0.0130 


0,0139 


0,0186 


0,0172 


0,0155 


Durchschn. 


vor und 


nach der | 


Injektion 


0,0272 


~~ 
=~! 


0,023 


0,0209 


0.0151 


Paik 
N 


0,14 
0,13 


0,12 


0,15 
0,14 
0,10 
0,14 


0,36 


0,18 


0,24 


027 


0,40 


0,20 


0,34 


Ca), +k 
N 


0.01 
0.03 


0.03 


0,03 
0,02 
0,02 
0,01 
0.03 


0,02 


0,01 
0.01 
0.03 
0,02 


0.02 


Bemerkungen 


Hund, /, 9800g, am 4. XII. in 


Versuchskafig 


KG. 9600. 2ccm Anteglandol 
subkutan 1 Uhr nachmittags 


KG. 9400 


KG. 9300. 3com Anteglandol 
subkutun 11 Ubr vormittags 


K..G. 9000 


KG, 8800 
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Als Nebenresultat meiner Versuche ergeben sich einige nicht 
uninteressante Aufschliisse tiber den Ursprung jenes Kalkes und Phos- 
phors, den jedes Individuum auch bei véllig kalk- und phosphorfreier 
Nahrung sowie im Hunger ausscheidet. 


Da ja der Saugetierorganismus in seinem Skelett iiber einen ge- 
waltigen Kalk- und Phosphorspeicher verfiigt, ist man bisher im all- 
gemeinen der Meinung gewesen, daB diese Mineralbestandteile, insoweit 
sie bei Ca- und P-freier Ernahrung, oder aber im Hunger in den Exkreten 
zum Vorschein kommen, in erster Linie einer Einschmelzung von 
Knochengewebe ihren Ursprung verdanken. 


Eine Betrachtung meiner Versuchsdaten fiihrt aber zu anderer 
Auffassung : 


Die normale Knochenasche' enthalt rund 52°,, CaO (oder 37 °,, Ca) 
und etwa 39°, P,O; (oder 17°, P). Beim Einschmelzen der Knochen- 
substanz miifte also etwa doppelt so viel Calcium als Phosphor zum 
Vorschein kommen. Die bekannte Apatitformel der Knochenasche 
3 Ca, (PO,), . CaCO, wiirde die Relation Ca,,: P, erfordern. 

Wie verhalt sich dies nun in meinen Versuchen! Wir sehen, da8 


dies niemals der Fall ist. Vielmehr betrdgt stets die Gesamtphosphor- 
ausscheidung P,, , , ein Vielfaches der Gesamtcalciumausscheidung Ca, . ,. 


Hund Nr. 1 hat 2- bis 4mal mehr P als Ca ausgeschieden 
a ae ie i = wo ee - 
eae oe ee. el? « & in 


Es liegt demnach sicherlich nahe, anzunehmen, daf diese Mineral- 
stoffe nicht, wie man bisher meinte, in erster Linie einschmelzendem 
Knochengewebe, vielmehr einschmelzenden Weichteilen ihren Ursprung 
verdanken. In erster Linie mu8 man da an die Muskeln denken, die 
ja bei weitem die Hauptmasse der letzteren ausmachen. 


Tatsichlich betragt nach Katz in Saugetiermuskeln der Calcium- 
gehalt 0,02 bis 0,18 °,,, der Phosphorgehalt aber 1,70 bis 2,53°,. Speziell 
in Hundemuskeln iibertrifft der Phosphor das Calcium etwa um das 
30 fache?. 

Im iibrigen ist die auf die Einheit des Kérpergewichts berechnete 
tdgliche Caleium- und Phosphorsdéureausscheidung bei der stickstofffreien 
Zucker-Fettkost recht konstant, was fiir weitere Experimente unter 
Anwendung der gleichen Methodik nicht unwesentlich ist. 


! Vgl. O. Firth, Lehrb. d. physiol. u. pathol. Chem. 1, 322, 338, 1926. 
2 Derselbe, Handb. d. Biochem. 4, 337, 1925; A. Katz, Pfliigers Arch 


63, 46, 1896. 
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Unsere Hunde haben pro Kilogramm Koérpergewicht und Tag 


ausgeschieden : 
Hund Nr. 1: 17mg Phosphor und 5 mg Calcium 
ST a os o © os 


a o oo © w& 

a ‘os a oe 
Hund Nr. 2: 20 ,, - a. Se 

_ - a Ow 

ee Pal a 

ise i i, “Sy om 
Hund Nr. 3: 17 ,, - eS 2 

ws ue Pee 

8 a wo RS ra 

26 oo 


Die Ausscheidung pro Kilogramm und Tag hat also nur innerhalb 
relativ enger Grenzen geschwankt, die zwischen 14 bis 26 mg Phosphor 
und 2 bis 6 mg Calcium gelegen waren. 


IV. Zusammenfassung. 


1. Bei Hunden, die mit einer aus Zucker, Starke, Speck und Salz 
zusammengesetzten kalorisch ausreichenden Kost, praktisch stickstoff.-, 
calzium- und phosphorfrei gefiittert worden sind, erfolgte die P- und 
Ca-Ausscheidung (durch Harn und Kot zusammengenommen) relativ 
gleichmaBig, insofern taglich pro Kilogramm Kérpergewicht 14 bis 
26 mg P und 2 bis 6 mg Ca ausgeschieden wurden. Stets betrug die 
Phosphorausscheidung ein Vielfaches der Calciumausscheidung (wobei 
immer die Summe der durch Harn und Kot zusammen ausgeschiedenen 
P- und Ca-Mengen in Betracht gezogen wurde). 

2. Dadurch wird die vielfach verbreitete Meinung widerlegt, als 
ob die bei Ca- und P-frei bzw. hungernden Individuen ausgeschiedenen 
Mineralstoffe im wesentlichen einer Einschmelzung von Knochengewebe 
ihre Entstehung verdanken wiirden, insofern das normale ,Knochen- 
gewebe etwa doppelt so viel Calcium als Phosphor enthalt. Offenbar 
entstammen diese Mineralstoffe weit eher einer Hinschmelzung von 
Weichteilen, vor allem wohl des Muskelgewebes. 

3. Irgend eine Beeinflussung der Calcium- und Phosphorausschei- 
dung durch subkutane Einspritzung von Hypophysenvorder- und 
Hinterlappenpriparaten (Anteglandol und Pituglandol ,,Roche* und 
Hypophysin ,,Héchst**) war nicht nachweisbar. Es liegt also vorlaufig 
keinerlei Veranlassung vor, eine wesentliche direkte Beeinflussung des 
Kalk-Phosphorstoffwechsels durch Hypophysenhormone anzunehmen. 
Man wird vielmehr annehmen miissen, daB dort, wo etwa ein EinfluS 
der Hypophyse auf den Haushalt dieser Mineralstoffe in Erscheinung 
treten mag, es sich um einen indirekten Einfluf, etwa auf dem Umwege 
anderer hormonaler Organe, handeln diirfte. 








Wirkung natiirlich vorkommender Eisenverbindungen 
auf den Stoffwechsel. 


Beitrag zur Frage nach dem aktiven Eisen. 


Von 
M. Kochmann und H. Seel. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der vereinigten Friedrich-Universitat 
Halle-Wittenberg. ) 


(Eingegangen am 9. Mai 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Uber die pharmakologische und physiologische Bedeutung des 
Eisens wuBte man im Grunde genommen nicht viel mehr, als daB es in 
keinem Gewebe feblt und ein notwendiger Koérperbestandteil ist, der 
insbesondere fiir den Aufbau des Hamoglobins in den Erythrocyten 
von Wichtigkeit ist. AuBerdem wurde dem Eisen neben seiner Eigen- 
schaft als Aufbaumaterial auch eine Reizwirkung auf das Erythrocyten- 
bildende Knochenmark zugeschrieben. 


Seine hauptsa&chlichste therapeutische Verwendung findet es bei 
Anaémien und Chlorose. Ferner wurde es vorzugsweise von den 4lteren 
Arzten als ein ,,Roborans‘‘ und ,,Tonicum“ angesehen!. Welches Eisen- 
préparat fiir therapeutische Zwecke am besten anzuwenden sei, wurde 
kaum erértert, es wurde anorganisches oder organisches Eisen oder, nach 
anderen Gesichtspunkten, Eisen in ionaler Form oder komplexer (maskierter) 
Bindung als zwei- und dreiwertiges Eisen verabreicht. Ein neuer Gedanke 
wurde erst von Heubner*® in die Frage hineingebracht, der auf den Unter- 
suchungen Kiisters* fuBte. Dieser hatte es wahrscheinlich gemacht, dab 
das Hamoglobin zweiwertiges Eisen enthalt, und Heubner sprach deshalb 
die Vermutung aus, da8 nur zweiwertiges Eisen iiberhaupt therapeutisch 
wirksam sei, da8 dreiwertiges erst in zweiwertiges umgewandelt werden 
miisse und daB dem Organismus chlorotischer Individuen die Fahigkeit 
der Reduktion fehle. Diese Ansicht Heubners hat sich besonders durch die 


1 Weitere Indikationen und Anwendungen bei Harnack, Lehrb. d, 
Arzneimittellehre. Hamburg-Leipzig 1883. 

2 Heubner, Ther. Monatsh. 26, 44, 1912. 

’ Kiister, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 232, 1910. 
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Untersuchungen von Starkenstein' in weitem Umfang als richtig erwiesen. 
Dieser Forscher konnte in seinen sehr verdienstvollen Arbeiten nachweisen, 
daB das Ferroion besondere pharmakologische Wirksamkeit entfalte, bei 
seiner Aufnahme per os leicht resorbiert werde und therapeutisch fast 
allein brauchbar sei, wenn auch den anderen Eisenpréparaten eine pharma- 
kologische und insbesondere therapeutische Wirkung anderer Art vielleicht 
nicht abgesprochen werden kénne. 

Inzwischen hatten Baudisch und Welo? (vgl. Pfleiderer, Zorkenddrfer u. a.) 
gezeigt, daB gewissen Eisenquellen eine eigentiimliche chemische Reaktion 
aufweisen, namlich mit denselben Reagenzien reagieren, mit deren Hilfe 
der Blutnachweis gefiihrt wird. Sie konnten zeigen, daB sowohl die Guajak- 
wie Benzidinwasserstoffsuperoxydreaktion positiv ausfallt. Neben dieser 
Peroxydasereaktion vermédgen diese Mineralwésser® aus Wasserstoff- 
superoxyd Sauerstoff abzuspalten, also die Wirkungen einer Katalase 
zu entfalten. Ferner ergab sich aus den Versuchen, da dieses ,,aktive* 
Eisen auch besondere biologische Eigenschaften besitzt, da sie nachweisen 
konnten, da8B der B. lepisepticum ebenso wie der Influenzabazillus, die 
sonst am besten auf bluthaltigen Nahrbéden gedeihen, auch auf Nahrbéden 
mit ,,aktivem“* Eisen wachsen. Beim Altern des Mineralwassers verliert 
sich die positive Benzidinreaktion und nach Ansicht dieser Forscher damit 
auch die biologische Wirksamkeit. Es gelang ihnen weiterhin auch, derartige 
aktive Eisenverbindungen herzustellen, und sie glaubten, daB diese Faéhig- 
keiten mit besonderen Lagerungen des molekularen Aufbaues, eigenartiger 
Kristallform und magnetischen Eigenschaften parallel gingen. 

Baudisch und Welo waren der Ansicht, durch diese Feststellungen den 
Charakter des ,,aktiven‘* Eisens chemisch, physikalisch und auch biologisch 
bestimmt zu haben. Die Versuche von Fresenius und Mitarbeiter *, Schoeller 
und Rothe®, und vor allem von Simon und Kotschau® rechtfertigen jedoch 
eine andere Auffassung. Simon und Koétschau® stellten fest, daB beim 
Verschwinden des positiven Ausfalls der Kréhnkeschen Reaktion mit 
Isonitrosoacetophenon auf Ferroionen auch die Benzidinreaktion auBer- 
ordentlich geschwaécht ist und sehr bald verschwindet. Dieser Vorgang, 
bei Mineralquellen Altern genannt, beruht auf der Umwandlung des Ferro- 
bicarbonats in Ferrihydroxyd, also auf einer Oxydation, die unter dem 
Einflu8 des Lichtes besonders schnell verlauft (vgl. auch Heubner’). 

Bickel® hat in zahlreichen eigenen Untersuchungen und in solchen 
seiner Schiiler nachgewiesen, daB das sogenannte ,,aktive Eisen‘ sehr 


1 Starkenstein, Klin. Wochenschr. 5, 217, 267, 1926. 

2 Baudisch und Welo, Journ. of biol. Chem. 65, 215, 1925; Naturwiss. 
13, 749, 1925; 14, 1005, 1926. 

3 Mit den photokatalytischen Wirkungen der Eisensalze und Eisen- 
mineralwasser, die Newberg beschrieben hat, diirften diese Vorgénge in 
Beziehungen stehen. Zeitschr. f. Balneol. 5, 561, 1912. 

* Fresenius, Eichler und Lederer, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 
160, 273, 1927. 

5 Schoeller und Rothe, Klin. Wochenschr. 1927, 8. 348. 

® Simon und Kétschau, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 164, 101, 
1927; 168, 129, 1927; Miinch. med. Wochenschr. 1928, 8S. 122. 

? Heubner, Zeitschr. f. wiss. Baderkunde 2, Heft 2, 1926; s. auch 
Simon und Kétschau. 

8 Bickel und Eweyk, diese Zeitschr. 186, 178, 1927. 
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deutliche Wirkungen auf den Stoffwechsel ausiibt, worauf noch zuriick- 
zukommen sein wird. Er stellte sich dabei zunaéchst auf den Standpunkt 
von Baudisch und Welo. In neuester Zeit aber hat er in Untersuchungen 
seines Schiilers Rosenfeld' die Ansicht ausgesprochen, daB weder die 
magnetischen Eigenschaften, noch das besondere kristallinische Gefiige, 
noch der Ausfall der Benzidinreaktion mit der biologischen Wirkung der 
Eisenverbindungen parallel gehe. Es wird also wiederum ein neues geheimnis- 
volles Etwas, némlich die biologische Wirksamkeit unabhangig von be- 
kannten chemischen und physikalischen Eigenschaften in die ganze Frage 
hineingebracht. Demgegeniiber steht die experimentell sehr gut begriindete 
Ansicht von Starkenstein, daB es lediglich auf das Ferroion ankommt, 
das allerdings in passender Form dargereicht werden miisse. So ist nach 
Starkenstein das Ferrosulfat weniger wirksam, da es schwer resorbierbar 
ist und verhéltnism&éGig schwer in das leicht resorbierbare Ferrochlorid 
im Magen umgewandelt wird. Dagegen kann natiirlich das in Mineralwassern 
enthaltene Ferrohydrocarbonat sehr leicht in das Ferrochlorid umgewandelt 
werden. 

Wenn nun aber nach Simon und Kétschau sowie anderen die 
Benzidinreaktion eine Reaktion auf das Ferroion im Hydrocarbonat 
ist, so besitzen wir tatsachlich in dieser Reaktion ein gutes Hilfsmittel., 
um diejenigen Quellen aufzufinden, welche sich fiir therapeutische und 
pharmakologische Versuche gut eignen. 

Aus diesem Grunde haben wir uns eine Reihe von ganz frisch 
abgefiillten Eisenmineralwissern schicken lassen. Mit diesen Wassern, 
deren Analysen tabellarisch wiedergegeben seien, stellten wir die 
Benzidinreaktion nach vielfachen Vorversuchen in der Weise an, dai 
10 cem des Mineralwassers mit 0,5 ccm 1°,iger Benzidin-HCl versetzt 
und darauf 2 bis 5 Tropfen 1°, iger H,O, zugefiigt wurden. War die 








Tabelle I. 

K Na Ca My Fe Ma | Cl 
Berggiebhiibel . . 1,600 0,100 0,048 0,100 1,300 
Dream .... 0,007 | 0,253 0,074 0,004 0,001 0,005 
oe 0,036 | 0,036 0,099 0,008 | 0,031 — 0,025 
Liebenstein . . 0,004 0,118 | 0,218 0,083 | 0,028 0,003 | 0,179 
Pyrmont . Jk 0,007 0,076 | 0,525 0,107 | 0,027 0,002 0,009 
Lausigk . . j 0,035 0,035 0,134 0,028 | 0,524 — oa 

SO, HCO, HAsO, CO, Bezeichnung 
BerggieBhiibel . . 0,970 1,430 0,670 | Alk. mur. salin. Stablquelle 
OS ee 0,049 =: 11,108 1,868  Erdiger Séuerling 
Doberan _- 0,534 0,011  Stahiquelle 
Liebenstein .. . 0,161 0,953 0,001 1,899  Eisensiuerl. m. sulf. erdigem 
Einschlag 

Pyrmont .... 0,961 1,026 2,396 — Eisensiuerl. m. sulf. Einschlag 
Lausigk . a 1,525 — ~ — Vitriolquelle 


' Rosenfeld, diese Zeitschr. 190, 17, 1927. 
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Reaktion positiv, so wurden eine Reihe gleichweiter Reagenzglaser mit 
je 10ccm Mineralwasser an einem nach Norden gelegenen Fenster 
stehengelassen. Die Reaktion wurde jeden Tag angestellt, bis sie negativ 
ausfiel, das Wasser also vollkommen ,,.gealtert’ war. 





Tabelle II. 

Mineralwasser: | I I il IV V VI | tothe 
gaan ++4++4  4++4+44 bo hook + ca sad ™ 
> moe ee | tHe + | +44 ++ + = = va 
’ hientaiad) rt oa 
a at ++ of 
6. , ++ + 
= + 
8. + 


Die starkste Benzidinreaktion besaB das Liebensteiner Wasser, 
das wir infolgedessen zu weiteren Untersuchungen heranzogen'. Auch 
Simon und Kétschau (s. oben) haben in einer inzwischen erschienenen 
Arbeit das Liebensteiner Wasser stark ,,aktiv: gefunden. 

Unsere Versuche hatten die Aufgabe, einen Beitrag zu der Frage 
zu liefern, ob dem aktiven Eisen ein besonderer EinfluB auf den Stoff- 
wechsel zukommt, um von dieser Seite her méglicherweise die Ansicht 
der ailteren Arzte von der tonisierenden Wirkung des Eisens experimentell 
zu stiitzen. 

Uber seine Stoffwechselwirkung liegen nur wenig klinisehe und experi- 
mentelle Beobachtungen vor. Genth® ist der Ansicht, daB die Aufnahme 
von eisenhaltigen Mineralwassern den Stoffwechsel erhéht, und Van de Weyer 
und Wybouw®* zeigten, daB beim gesunden Menschen unter dem Einflu8 
des Wassers die Resorption von EiweiB und Kohlehydraten aus dem Darm 
erhéht ist und der Stickstoffumsatz geférdert wird, da eine vermehrte 


1 Wir sprechen der Verwaltung des Bades Liebenstein fiir die Uber- 
lassung des Mineralwassers fiir unsere langdauernden Versuche unseren 
besten Dank aus, méchten aber auch nicht verfehlen, den anderen Ver- 
waltungen, die uns unterstiitzt haben, an dieser Stelle zu danken. Aus 
begreiflichen Griinden sehen wir von der namentlichen Auffiihrung der 
einzelnen Mineralwaésser in unseren Protokollen ab, da unter Umstanden 
andere Faktoren als das Mineralwasser selbst, Fassung des PBrunnens, 
Abfiillung, Verpackung, Temperatur, die Benzidinreaktion stark beein- 
flussen kénnten und wir es aus diesem Grunde vermeiden médchten, auf 
Grund von zu wenig zahlreichen Versuchen, die sich in Wirklichkeit auf 
Monate erstrecken miiBten, ein Werturteil iiber die verschiedenen Mineral- 
wiasser abzugeben. 

2 Genth, Deutsch. med. Wochenschr. 1883. 

3 Vande Weyer und Wybouw, Bull. d. la soc. royal. des sc. nat. et 
med. Briissel 1906, S. 13. 
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Ausscheidung von Stickstoff und Harnséure festzustellen ist. Schiitz! 
glaubt allerdings, daB diese Mehrausscheidung vielleicht nur auf eine ver- 
mehrte Ausfuhr von Stoffwechselschlacken zuriickzufiihren sei. 


Wichtig sind in diesem Zusammenhang die tierexperimentellen Er- 
gebnisse von Abderhalden*. Wenn Ratten desselben Wurfes eine eisenarme 
Kost zum Teil mit einer Zulage geringer Eisenmengen, 0,4 bis 0,5 mg Fe 
als Ferrichlorid, erhielten, so nahmen die ,,Eisentiere“ starker an K6érper- 
gewicht zu als die eisenarm ern&hrten. Wurde in einer zweiten Versuchsreihe 
das Eisen zu einer eisenhaltigen Normalkost hinzugefiigt, so war wohl 
eine deutliche Zunahme des Haémoglobingehalts des Blutes festzustellen, 
dagegen scheint die Wachstumsbeschleunigung doch nur geringe Grade 
zu erreichen und nur zeitweise aufzutreten. 


Tabelle I11. 
(Aus den Zahlen Abderhaldens berechnet.) 





Ohne Eisen Mit Eisen 
Eisenkost + Eisen. 
Anfangsgewicht 24,5 25,9 
Endgewicht 63,5 _ 67,0 
+ 159% + 158,7% 


Hamoglobingehalt. 


Ohne Eisen 9,51 % Zunahme um 
Mit - 10,40 % 9,4°,d.Anfangsgeb. 
Eisenfreie Kost + Eisenzulage. 

Anfangsgewicht 27,30 27,1 
Endgewicht 36,8 39,7 
+ 34.8% + 46.5% 
Hamoglobingehalt. 
Ohne Eisen 6,40 % Zunahme um 
Mit a 6,80 %, 6,2°,,d._Anfangsgeh. 
+ 0.40% 


Stoffwechselversuche im eigentlichen Sinne wurden von Bickel (s. oben) 
und seinen Schiilern angestellt. So beobachtete Wada* bei Kaninchen, 
daB das aktive Eisenoxyd eine Verminderung der N-Ausfuhr im Harn 
bei gleichbleibender C-Ausscheidung verursacht. Nach Bickel*, Gleichmann 
und Taslakowa rufen auch Trinkkuren mit der eisenhaltigen Moritzquelle 
in Bad Elster an Kaninchen und Hunden eine solche EiweiSretention 
hervor, wahrend die Zufuhr des gealterten Wassers ohne Einflu8 ist und 
auch den Harnquotienten C: N nicht veraéndert. 


Schiitz, Grundlagen der Heilquellenlehre. Wien 1919. 


1 
2 Abderhalden, Zeitschr. f. Biol. 21, 113, 193, 487, 1900. 
3 Wada, diese Zeitschr. 175, 62, 1926. 
* Bickel, Gleichmann und Taslakowa, Zeitschr. f. d. 
54, 87, 1926; Bickel, ebendaselbst 84, 113, 1926. 


ges. exper. Med. 
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In weiteren Versuchen iiber den EinfluB des aktiven Eisenoxyds 
(,,Siderac’‘) auf den Stoffwechsel konnten Goldbloom' und Remesow' diese 
Wirkungen bestaétigen. Sie fanden eine vermehrte Nahrungsresorption 
im Verdauungskanal, eine Einschrankung der N-Ausfuhr im Harn und 
Ansatz von Eiwei8. Da8 im iibrigen nicht nur bei Darreichung des so- 
genannten ,,aktiven*’ Eisens Stickstoff im Kérper reteniert werden kann, 
geht aus den Versuchen von Kochmann® hervor, der bei Hunden unter 
dem EinfluB von Ferratin und Metaferrin eine deutliche Stickstoffretention 
und Gewichtszunahme feststellen konnte. Bei der verhdltnisméBig leichten 
Abspaltung des Eisens aus diesen Préparaten im Magendarmkanal kann 
wohl auch hier ionales Eisen die Wirksamkeit bedingen. 

Der gasférmige Stoffwechsel scheint noch wenig Gegenstand experi- 
menteller Untersuchungen gewesen zu sein. Wir kénnen in der Literatur 
nur eine Angabe von Nonnenbruch® finden, der bei groBer Zufuhr von 
Ferrum reductum beim gesunden Menschen keinen Einflu8 auf den Grund- 
umsatz feststellen konnte, wahrend Nishiura* bei parenteraler Einverleibung 
bald eine Vermehrung, bald eine Verminderung des Stoffwechsels gefunden 
hatte. In der Arbeit von Remesow wird eine noch nicht veréffentlichte 
Untersuchung von Arnoldi zitiert, nach der wahrend der Eisendarreichung 
keine Verdinderung des gasférmigen Stoffwechsels, in der Nachperiode 
aber eine deutliche Vermehrung des O,-Verbrauchs ohne Ariderung des 
respiratorischen Quotienten eintritt. 


In unseren Versuchen kam es darauf an, verhiltnismaBig kleine, 
sich in therapeutischen Grenzen bewegende Eisenmengen in Gestalt 
von Liebensteiner Wasser den Versuchstieren (Ratten) zuzufiihren. 


Es wurde selbstverstandlich das allgemeine Verhalten der Tiere beob- 
achtet, vor allen Dingen aber das Gewicht durch tagliche oder alle 3 Tage 
stattfindende Wagung festgestellt. Das Mineralwasser wurde den Ratten 
zusammen mit der Nahrung gereicht. Zum Vergleich wurden anderen 
Tieren dieselben Mengen von Eisen in Gestalt von Eisensulfat gegeben. 
In der ersten Versuchsreihe wurde den Tieren eine abgewogene Nahrung 
zugeteil:, in den anderen drei Versuchsreihen die Nahrungsmenge den 
Tieren freigestellt. In den ersten beiden Versuchsreihen wurden Tiere 
gleicher GréBe miteinander verglichen. In der dritten und vierten Ver- 
suchsreihe wurden Tiere von gleichem Wurf verwendet. Zu gegebenen 
Zeiten wurde der Ruhestoffwechsel der Tiere bestimmt. 


1. Versuchsreihe. 


Es werden acht Tiere eingesetzt, die mit taglich 2g Trockenmilch 
und 3g Brot ernadhrt werden. Die Milch wird bei vier Ratten mit 15 ccm 
Liebensteiner Wasser, das zweimal wéchentlich unmittelbar nach Ab- 
fiillung zugesandt wurde, versetzt. Zwei Tiere erhalten 15 ccm Wasser, 
in dem die gleiche Menge Eisen als Ferrosulfat (0,45: 1000) gelést ist. Die 


1 Goldbloom, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 59, 524, 1928; Remesow, 
diese Zeitschr. 186, 64, 1927. 

2 Kochmann, diese Zeitschr. 36, 268, 1911. 

3 Nonnenbruch, Verh. d. Deutsch. Ges. f. inn. Med. 1926, 8. 332. 

* Nishiura, zitiert von Nonnenbruch. 
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letzten beiden Tiere bekommen die gleiche Menge Brunnenwasser. Das 
Hallesche Brunnenwasser ist so eisenarm, nur 0,1 mg Fe im Liter, da8 
diese geringe Menge nicht in Betracht kommt. 


Tabelle IV. 


Ratte 5. VIL. 6. VIL. 7. VIL. 8. VIL. 9. VIL 10. VII. 11. VIL 12. VI. 





I. Liebensteiner Wasser. 





28 48 48 50 50 52 52 55 55 
31 50 48 50 50 52 50 50 55 
34 43 45 45 45 47 45 43 50 
35 40 35 40 42 43 43 43 45 
45 44 46 47 49 48 49 51 
100 —22)/ +28 | +44 +88 +66 +88 + 11,7 
Il. Eisensulfat. 
29 48 45 43 43 45 45 50 50 
30 50 50 50 50 50 50 48 59 
49 48 47 47 48 48 49 50 
90 — 8,1 — 4,8 — 438 — 2,2 — 22 +0 + 22 
III. Vergleichstiere. 
32 50 45 45 43 45 45 48 48 
23 40 40 45 45 45 45 45 45 
45 43 45 44 45 45 47 47 
909 | —44 +0 — 2,2 +0 +0 +44 +44 
Ratte 13 VIL. 14. VIL 15. VIL. 16. VIL 17. VII. 18. VIL. 19. VII. 
I. Liebensteiner Wasser. 
28 55 53 55 55 55 55 55 
31 50 48 55 55 58 55 55 
34 48 45 45 55 55 60 60 
35 48 45 45 50 59 53 55 
50 48 50 55 55 57 56 
+ 11,0 + 6.6 + 11,1 + 22,2 + 22.2 + 26,7 + 244 
II. Eisensulfat. 
29 48 45 47 50 59 50 45 
39 53 50 50 55 50 57 57 
51 | 48 49 53 50 54 51 
+44 — 2,2 +0 +81 + 2,2 + 10 +44 
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Ratte 13. VIL. 14. VIL. 15. VI. 16. VII. 17. VIL 18, VIL. 19. VIL. 
III. Vergleichstiere. 
32 48 45 45 45 45 59 47 
23 45 45 42 47 50 50 47 
47 45 44 46 48 50 47 
+ 4,4 +0 — 2,2 + 2,2 + 6,6 + 11 +44 


Man ersieht aus diesen Zahlen, noch besser aus der Abbildung, 
daB nach einem ganz geringen Abfall am ersten Tage die Ratten, denen 
Mineralwasser verabreicht wurde, die starkste Kérpergewichtszunahme 
aufweisen. Die Kurve der mit Eisensulfat ernahrten Ratten verliuft 
im wesentlichen in den ersten 10 Tagen gleich, geht aber dann doch 
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deutlich unter die der Liebensteiner Ratten herunter. Die schlechteste 
Kérpergewichtszunahme zeigen die Tiere, welche Brunnenwasser er- 
halten haben. 

Der Hamoglobingehalt, der am 5., 13. und 19. Juli festgestellt 
wurde, zeigte keine wesentliche Veranderung. Er betrug durchschnitt- 
lich am Anfang des Versuchs 74, 70 und 75°. Bei der zweiten Priifung 
waren die analogen Zahlen 71, 68, 68°%,, und am Ende des Versuchs 
betrugen sie 69, 68 und 63°). 

Die Tiere wurden auch noch weiterhin in gleicher Weise ernahrt, 
doch trat nunmehr bei allen Tieren ein Gewichtsstillstand ein, der nur 
durch Zulage von | g und spater sogar von 2 und 3 g Brot tiberwunden 
werden konnte. Wir hatten den Eindruck, da8 die mit aktivem Lieben- 
steiner Wasser gefiitterten Ratten schneller das Kérpergewicht erreicht 
hatten, dann aber notwendigerweise wieder eher stehenblieben. Da 
zudem noch eine Normalratte aus nicht ersichtlichen Griinden starb, 
so muBte der Versuch abgebrochen werden. 

Um diese Nachteile der Versuchsanordnung zu vermeiden, wurde 
in den folgenden Versuchsreihen den Tieren eine Nahrung, bestehend 
aus 15g Milch und so viel Brot, als sie fressen wollten, dargereicht. 
Diese bestimmten also die Menge der Nahrung selbst. 
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Tabelle V. 
Ratte 6. IX. 8. IX. 9. IX. 12. IX. 13. IX. 15. IX. 16. IX. 19, 1X. 20. TX. 
Eisenwasser. 
50 110 115 117 122 122 130 135 140 140 
51 102 100 110 105 105 105 105 110 105 
52 110 113 115 125 122 138 140 145 150 
53 100 100 107 112 110 115 115 129 120 
106 107 112 116 115 122 124 129 129 
100 +1 - 6 + 11 +9 +15 +17 | +22 + 22 
Kisensulfatlosung. 
54 105 107 110 110 110 110 110 115 115 
55 105 ‘vf. 1 13 iz 115 120 : 125 | 135 — Se 130 135 132 
105 110 113 115 118 123 120 125 123 
+5 +8 +10 +12 +17 +14 +19 +17 
Brunnenwasser. 
56 105 105 110 110 113 110 115 115 115 
57 90 YO 95 95 100 95 100 100 100 
58 95 98 195 100 198 105 110 110 110 
94 9S 103 102 107 103 108 108 108 
+4 + 10 +9 +13 +10 +15, +15 + 15 
Ratte 22. IX. 23. IX. 26. IX. 27. 1X. 29. IX. Ww IX & 4 4. X. 6. X. 
Eisenwasser. 
59 145 145 150 155 160 155 160 160 165 
51 107 110 112 112 115 115 115 117 117 
52 158 165 155 160 165 160 165 168 170 
53 125 125 125 125 125 125 139 130 130 
134 136 135 138 141 139 143 144 | 146 
+26 +28 +27 +30 +33 +31 +35 |) +36 | +38 
Kisensulfatlésung. 
54 120 129 120 120 120 120 120 120 125 
55 140 135 140 140 140 140 145 145 150 
130 127 130 130 130 139 133 133 138 
+ 24 + 21 + 24 +24 +24 +24 + 27 + 27 + 32 
Brunnenwasser. 
56 120 115 120 125 125 120 120 129 122 
57 110 110 110 110 113 113 110 110 110 
58 112 ss 119 | 110 _ 112 115 118 | 115 117 118 
114 112 113 116 118 | 115 115 116 117 
+ 21 + 20 +20 | +23 | + 26 +22 | +22 + 23 + 24 


In dieser Versuchsreihe erkennt man noch deutlicher als vorher, 
da bei der frei gewahlten Nahrung die Gewichtszunahme in absoluten 
Zahlen gréBer ist, daB die Ratten, denen Liebensteiner Wasser gereicht 
wurde, in der ersten Woche keine wesentlich gréBere Kérpergewichts- 
zunahme aufweisen als die Sulfatratten, daB aber von der zweiten 
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Woche an die Liebensteiner Ratten bedeutend schneller zunehmen 
und am Ende des Versuchs auch ein gréBeres Endgewicht aufweisen. 
Am schliechtesten gewachsen sind auch hier die Vergleichsratten, die 
nur Leitungswasser erhalten hatten. 
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Abb. 2. 
@——-e Eisenmineralwasser. @ ------@ Eisensulfatiésung. @-—-@ Brunnenwasser 


Gegen diese Versuchsreihe konnte man immer noch einwenden, 
daB ungleich wachsende Ratten aus verschiedenen Wiirfen eingesetzt 
worden waren. Wenn auch die Ubereinstimmung der Ergebnisse der 
beiden ersten Versuchsreihen kaum als Zufall betrachtet werden konnte. 
so wurde doch noch eine dritte und vierte Versuchsreihe angestellt, 
bei denen Tiere gleichen Wurfes benutzt wurden. 

Leider waren zu der dritten Versuch offenbar kranke Tiere geliefert 
worden, da ein groBer Teil in verhaltnismaBiger kurzer Zeit zugrunde ging. 
Jedoch zeigte sich auch hier, daB die Liebensteiner und Eisensulfatratten 
eine gréBere Gewichtszunahme aufzuweisen hatten als die normalen Tiere. 
Der Unterschied zwischen den Liebensteiner und Eisensulfat-Ratten war 
gering. 

Etwa 10 Tage nach Beginn der Eisenfiitterung wurden je drei Tiere 
einem Stoffwechselversuch unterzogen, wobei sich zeigte, daB die Lieben- 
steiner Ratten bei gleichem respiratorischen Quotienten und gleichem 
K6rpergewicht einen etwas gréBeren Sauerstoffverbrauch besaBen als 
diejenigen, denen Ferrum sulfuricum dargereicht worden war. 

Um die Ergebnisse auch der Stoffwechseluntersuchung sicher- 
zustellen, wurde nunmehr die vierte Versuchsreihe angestellt, die 
wohl als beweisend angesehen werden kann. In diesem sehr lang- 
dauernden Versuch, in dem Tiere desselben Wurfes miteinander ver- 
glichen wurden, war die Nahrungsmenge ebenfalls freigestellt und 
15 cem Liebensteiner Wasser oder 15 ccm Eisensulfatlésung zur Nahrung 
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zugesetzt. Brunnenwasser wurde reichlich zum Trinken gegeben, die 
Kontrolltiere erhielten nur Leitungswasser. Mit Absicht wurden mit 
dem ,,aktiven** Mineralwasser diejenigen Tiere behandelt, die im Durch- 
schnitt das geringste Anfangsgewicht besaBben. Trotzdem erreichte 
am Ende des Versuchs ihr Kérpergewicht das der anderen Ratten und 
iiberschritt es sogar. Wahrend die Anfangsgewichte 70,8, bzw. 80, bzw. 
84.6 g betrugen, wogen die Tiere nach 2 Monaten 186,7, bzw. 182.5, 
bzw. 180.7 g. In Prozenten des Anfangsgewichts ausgedriickt, haben 
die Tiere, die Liebensteiner Wasser erhalten hatten, 212,7 °,,. die Eisen- 
sulfatratten nur um 173,6°, und die Vergleichstiere um 154,4°, zu- 
genommen. Die mit aktivem Mineralwasser behandelten waren also 
um fast 40 und 58,2°,, gegeniiber den Ferrosulfat- und Kontrolltrieren 
im Vorteil. Die Einzelheiten sind aus der Tabelle ersichtlich. 

Zu drei verschiedenen Zeiten wurde bei je zwei Ratten aus jeder 
Art mit gleichem Gewicht der gasférmige Ruhestoffwechsel im Nichtern- 
zustand bestimmt. 

Tabelle VII. 








Og*Verbrauch pote 9 a 

Bezeic a . - dung 
ics Trenen™ Nr. | Gewicht | im ganzen Steigerung pro g Tier = pend R.Q 

2 com %5 ccm com 

Liebensteiner . . 14 130 2164 | 25 1,66 146.8 0,68 
Kisensulfat . . . y 135 || 223,7 5,7 1,65 165.5 0,73 
es a aa 10 130 211,1 | 0 1,62 156.2 0,74 
Liebensteiner . . 11 180 263,9 10,8 1,47 179.9 0,68 
Eisensulfat .. 18 185 238,0 2,1 1,28 170.5 = 0,71 
Normal .... 3 180 | 233.0 0 1,29 173.8 | 0,74 
Liebensteiner . . | 19 200 299,7 18,0 1,50 203.5 0,68 
Eisensulfat . . . 2 200 270.3 6.5 1,35 185.6 0,69 
Se 4 202 253.9 0 1,26 184.8 0,78 


Aus «diesen Zahlen ergibt sich, daB bei gleichem Gewicht die Eisen- 
ratten gegeniiber den Kontrollen einen vermehrten O,-Verbrauch auf- 
weisen; im Anfang ist die O,-Aufnahme der Eisensulfatratten um ein 
weniges gréBer als diejenige der Liebensteiner Tiere, dann aber tiber- 
schreitet der Sauerstoffverbrauch der letzteren die Werte der Ferro- 
sulfatratten um 10 und 12°%,. Die O,-Werte pro Gramm Ratte lassen 
anfangs keinen wesentlichen Unterschied erkennen; im weiteren Verlauf 
des Versuchs aber sind die O,-Werte der Liebensteiner Ratten zum Teil 
wesentlich héher als die der Eisensulfatratten, vor allen Dingen aber der 
Kontrolltiere. Es gleicht also der Grundumsatz oder Niichternumsatz 
der stark gewachsenen Tiere dem viel kleinerer und jiingerer Tiere, 
die, wie auch aus unserer Kurve hervorgeht, eine viel starkere Wachs- 
tumstendenz besitzen als Altere. 
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Die eben geschilderten Versuche zeigen, da®B dem therapeutisch 
zugefiihrten Eisen eine Wirkung auf den Stoffwechsel zukommt, wenn 
es einer sonst auskémmlichen Grundnahrung, die nicht einmal be- 
sonders eisenarm zu sein braucht, zugelegt wird; denn in der frei ge- 
wahlten Nahrung bekamen die Ratten schitzungsweise 6 bis 7 mg Fe 
taiglich. Das Mineralwasser hat sich dabei als wirksamer erwiesen als 
das zweiwertige Ferrosulfat, aber es kann keinem Zweifel unterliegen, 
daB8 auch das FeSO, in derselben Richtung wirkt wie das Mineral- 
wasser. Die Stoffwechselversuche beweisen, daB eine Kérpergewichts- 
zunahme, also der Ansatz von Kérpersubstanz, bei vermehrter Oxy- 
dation und Umsetzung vonstatten geht. Dies bedeutet bei den noch 
wachsenden Tieren nur einen scheinbaren Gegensatz. Man mu viel- 
mehr annehmen, dab die mit Eisen, besonders aber dem eisenhaltigen 
Mineralwasser behandelten Tiere sich, wie die O,-Werte pro Gramm 
zeigen, gewissermaben den Stoffwechsel jiingerer und schnell wachsender 
Tiere bewahrt haben. So ist es zu verstehen, daB die Liebensteiner 
Tiere ein gréBeres Nahrungsbediirfnis besitzen, was durch unsere 
Beobachtung bestatigt werden konnte. Dab fur das schnellere Wachstum 
auch eine bessere Resorption und Ausnutzung der Nahrung stattfindet, 
wiirde wohl nur bei quantitativ beschrankter, zugewogener Nahrung, 
kaum aber bei frei gewahlter Nahrungsmenge eine Rolle spielen kénnen. 

Die Vermehrung der Oxydationsvorgange, die unter dem Einflu8 
des Eisens auftritt, kénnte in Zusammenhang mit den bekannten 
Versuchen und Anschauungen Warburgs! gebracht werden, der dem 
Eisen die Hauptrolle bei der Sauerstoffiibertragung zuschreibt und das 
Atmungsferment als die Summe aller katalytisch wirksamen Eisen- 
verbindungen auffaBt. Dabei kann die Frage unerértert bleiben, ob 
der unter Eisenwirkung mehr verbrauchte Sauerstoff mehr fiir die 
Dissimilations- als fiir die Assimilationsvorginge, latente Energie in 
Freiheit setzend, verwertet wird. 

Wenn wir eine Eisenwirkung auf den Stoffwechsel beobachten, so 
ist es sehr fraglich, ob das Eisen erst zu Haimoglobin aufgebaut werden 
mu, das nach Kuhn und Braun? wohl peroxydative, aber keine 
katalatischen Eigenschaften besitzt. Man kénnte auch der Ansicht 
sein, daB gerade das nicht als Himoglobin vorhandene Bluteisen im 
Plasma die Stoffwechselwirkungen entfaltet. Nach den Untersuchungen 
von Barkan’ tritt, als biologische Eisenabspaltung bezeichnet, dauernd 
Eisen aus den Zellelementen des Blutes in das Plasma iiber, so dab 
miéglicherweise auch unter normalen Umstanden dieses ,,Eisen auf 





1 Warburg, diese Zeitschr. 152, 479, 1924. 

2 Kuhn und Braun, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 2370, 1926. 

3 Barkan, Verh. d. Deutsch. pharmak. Ges., VIT. Tag., 8. 129. Wiirz- 
burg 1928. 
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den Stoffwechsel und ahnliche Vorginge wirksam wird und durch die 
therapeutische Eingabe eine Vermehrung erzielt wird. Man kénnte 
sich sehr wohl vorstellen, dab bei gewissen Erkrankungen, vielleicht 
auch bei Chlorose und anderen Andmien, diese biologische Eisen- 
abspaltung gehindert ist und dadurch zu wenig Stoffwechseleisen zur 
Verfiigung steht, das durch die therapeutische Eingabe wieder vermehrt 
werden muB. Jedenfalls hat Barkan schon bewiesen, dab der Einflub 
von Koblenoxyd die biologische Eisenabspaltung hemmend beein- 
flussen kann. 

Es ist vielleicht nicht tiberfliissig, darauf hinzuweisen, da zwar 
die beste Wirkung das anorganische zweiwertige Eisen im Mineral- 
wasser ausiibt, dab aber auch das zweiwertige inaktive Eisensulfat, 
das weder peroxydative noch katalatische Wirkungen aufweist, diesen 
EinfluB auf den Stoffwechsel besitzt, wenn auch in schwicherem Grade. 
Die Versuche Abderhaldens mit Ferrichlorid in ,,therapeutischer** Gabe 
und die, welche Kochmann mit Metaferrin und Ferratin am Hunde 
anstellte, zeigen, daB auch dem dreiwertigen oder gebundenen Eisen 
ein ahnlicher Einflu8 nicht abgesprochen werden kann; ob erst nach 
Umwandlung in das Ferroion, diirfte schwer zu entscheiden sein. 


In den Versuchen hat sich das Liebensteiner Wasser als wirksamer 
erwiesen als das Ferrosulfat und es muB infolgedessen die Frage er- 
értert werden, ob die Wirkung des Liebensteiner Wassers nur dem 
leicht resorbierbaren ,.zweiwertigen“ Eisen im Eisenbicarbonat oder 
der Summe der Mineralwasserbestandteile zukommt. Unter diesen 
wiirde das Mangan und das Arsen, das in ganz geringen Mengen im 
Liebensteiner Wasser vorhanden ist, in Betracht kommen. Wenn 
diese Spuren, die den Tieren von diesen Bestandteilen gereicht worden 
sind, eine Wirkung besitzen wiirden, so doch nur in Verbindung mit dem 
Eisen. Ein zufalliger Befund lehrte uns das insofern, als wir waihrend 
des letzten Versuchs.2 Wochen lang wenig wirksames Wasser ver- 
fiittern muBten. In dieser Zeit nahmen die Tiere nur wenig an Korper- 
gewicht zu und zeigten einen gewissen Wachstumsstillstand. Immerhin 
wiirde diese Frage, ob auch Mineralwasser ohne ,,aktives Eisen** wirksam 
ist, noch experimentell zu klaren sein. 


Zusammenfassung. 


1. In langdauernden Versuchen an jungen Ratten, denen ein 
natiirliches, Eisenbicarbonat enthaltendes Mineralwasser mit starker 
Benzidinreaktion verabreicht wurde, zeigt sich eine erhebliche Be- 
schleunigung des Wachstums. 


2. In geringerem Mabe nimmt das Kérpergewicht der Tiere zu, 
die gleiche Mengen FeSO, dem Futter zugesetzt erhielten, doch tiber- 
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treffen sie noch diejenigen, welche fast eisenfreies Leitungswasser 
bekamen. 

3. Die ,,Liebensteiner’* Tiere zeigen bei gleichem Kérpergewicht 
erhéhten Sauerstoffverbrauch, sowohl im ganzen wie auch pro Gramm 
Korpergewicht. 

4. Diese Ratten gleichen in ihrem Stoffwechsel jiingeren Tieren, 
die auch physiologisch beschleunigtes Wachstum aufweisen. 

5. Die Hauptwirkung im Liebensteiner Wasser wird dem Eisen- 
bicarbonat zugeschrieben. Doch hat auch Eisensulfat eine abnliche, 
wenn auch geringere Wirkung, die selbst dem dreiwertigen, méglicher- 
weise sogar dem komplex gebundenen Eisen nicht feblt. 

6. Es wird die Vermutung ausgesprochen, dab das therapeutisch 
dargereichte Eisen das ,,Plasmaeisen*‘ des Blutes vermehrt und dieses 
die Stoffwechselbeschleunigung hervorruft. 

7. Die Aufbauvorginge werden durch Eisen in zweckmiabiger 
Form starker geférdert als die Dissimilationsvorgiange. 

8. Fiir die Annahme einer besonderen Form von aktivem Eisen, 
das lediglich durch biologische Wirkungen, aber bisher noch nicht durch 
chemische und physikalische Eigenschaften charakterisiert ist, liegt 
zurzeit kein zwingender Grund vor. 











Ein neues Verfahren zur Bestimmung von Tryptophan 
und Tyrosin in Proteinen durch die quantitative Ausgestaltung 
der Xanthoproteinreaktion und dessen Anwendung 
auf die wichtigsten Proteinarten unserer Nahrungsmittel. 


Von 
J. Tillmans, P. Hirsch und F. Stoppel. 
(Aus dem Universitatsinstitut fiir Nahrungsmittelchemie in Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 9. Mai 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Die bisherigen Methoden zur Bestimmung von Tryptophan 
und Tyrosin in Proteinen und ihre Ergebnisse. 


Uber die seitherigen Tryptophanbestimmungsmethoden ist in der Literatur 
bereits eingehend berichtet worden. Es werden die Verfahren von Rouiller! 
Fasal*, Herzfeld®, Sanders und May*, Homer®, May und Rose®, Folin und 
Looney? angefiihrt. Uber kolorimetrische Verfahren, die uns hier besonders 
interessieren, vergleiche man Fiirth, Nobel und Dische® und Tillmans und 
Alt®. Erwahnt sei hier nur, daB das Verfahren von Tillmans und Alt sich 
am hiesigen Institut durchaus bewaéhrt hat. Das neue kolorimetrische 
Verfahren von Komm'® beruht auf der Farbreaktion, die Tryptophan 
nach Zugabe einer salzsauren Dimethylaminobenzaldehydlésung und 
konzentrierter Schwefelséure hervorruft. Um die Reaktion und die Er- 
zielung der maximalen Farbstaérke zu beschleunigen, setzt Komm eine 
Gelatinelésung zu. Als Standardlésung verwendet er eine nach seiner 
Methode behandelte Lésung von reinem Tryptophan. Komm hat mit den 
Werten von Tillmans und Al: gute Ubereinstimmiung gefunden. 

Die alteste Methode zur Ermittlung des Tyrosingehalts in Proteinen 
ist die gravimetrische Bestimmung, der sich Fischer, Osborne, Abderhalden u. a. 
bedient haben. Sie beruht auf der geringen Léslichkeit des Tyrosins in 
neutraler, wasseriger Lésung. Es kann nach Hydrolyse durch Séuren und 


Journ. of biol. Chem. 2, 43, 1906. 

Diese Zeitschr. 44, 392, 1912; 55, 88, 1913. 
Ebendaselbst 56, 256, 1913. 

Biochem. Bull. 2, 273, 1913. 

Journ. of biol. Chem. 22, 369, 1915. 

Ebendaselbst 54, 213, 1922. 

Ebendaselbst 51, 421, 1922. 

Diese Zeitschr. 146, 275, 1924; 169, 117, 1926. 
Ebendaselbst 164, 135, 1925; 178, 243, 1926. 

10 Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 156, 202, 1926. 
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Alkalien durch Neutralisierung und Einengung der Lésung zusammen mit 
Cystin auskristallisiert werden. Da Cystin nur in geringen Mengen vorhanden 
ist, wurde die auskristallisierte Substanz in den meisten Fallen direkt als 
Tyrosin gewogen. Die beiden Aminoséuren kénnen nach Embden* durch 
stark verdiinnte Saipeterséure, in welcher Tyrosin leicht, Cystin schwer 
léslich ist, oder nach Hopkins und Cole? durch Ausfallung mit Quecksilber- 
sulfat in 5°%iger Schwefelséure, in welcher ebenfalls Cystin schwer und 
Tyrosin leicht léslich ist, getrennt werden. DaBG die nach dem gravimetrischen 
Verfahren ermittelten Tyrosinwerte fast durchweg als zu niedrig anzusehen 
sind, steht wohl auBer Zweifel. Es mégen in der Hauptsache zwei Griinde 
hier mitspielen. Einmal ist es sehr unwahrscheinlich, daB die Kristalli- 
sation der beiden Aminoséuren quantitativ verlauft, und zum anderen 
bedeutet die Hydrolyse, zumal die Séurehydrolyse, einen so energischen 
Eingriff, daB sich eine teilweise Zerstérung des Tyrosins vermuten 1éBt. 

Die iibrigen bis jetzt bekannten Tyrosinbestimmungsmethoden hat 
gleichfalls Fiirth® zusammengestellt und nachgepriift. Es seien hier an- 
gefiihrt: Das Bromadditionsverfahren von Warkenay, ein kolorimetrisches 
Verfahren nach Folin und Looney*, sowie Folin und Denis, das Diazo- 
verfahren von Hanke und Koessler® sowie Fleischmann und Giidemann und 
endlich das Millonverfahren nach Weiss und Thomas‘*. 


Das Diazoverfahren ist darauf begriindet, daB Tyrosin und Histidin 
befahigt sind, bei Diazotierung gefarbte Verbindungen zu liefern. Durch 
Beseitigung des Histidins mit Phosphorwolframséure nach erfolgter 
Hydrolyse soll das Tyrosin isoliert und kolorimetrisch bestimmt werden. 
Das Verfahren liefert bei der Analyse von reinen Tyrosinlésungen gute 
Ergebnisse. So haben namentlich Hanke und Koessler’ befriedigende 
Resultate erhalten. Eine exakte Bestimmung des Tyrosingehalts in Protein- 
lésungen wird jedoch kaum méglich sein. Nehmen wir wirklich an, da& 
die Hydrolyse und die Trennung des Histidins quantitativ verlaufen, so 
haben die Versuchsergebnisse von Fiirth und den oben genannten Forschern 
gezeigt, daB eine Reihe von anderen Aminoséuren (Alanin, Glykokoll, 
Leucin) die Farbreaktion in erheblichem MaBe stérend beeinflussen. 

Die Tatsache, daB von den einfachen Aminosiuren nur Tyrosin, 
Tryptophan und Histidin beféhigt sind, Brom zu binden, lieB den 
Versuch rechtfertigen, Tyrosin nach Zerstérung des Tryptophans durch 
Séurehydrolyse und Entfernung des Histidins mit Phosphorwolframsaéure 
auf dem Wege der Bromaddition im sauren Filtrat zu bestimmen. Nach 
den Versuchsergebnissen von Fiirth hat sich die Methode wohl zur Bestimmung 
reiner Tyrosinlésungen, jedoch nicht von Proteinlésungen bewéhrt. Fiirth 
findet durchweg zu hohe Werte und kommt zu dem SchluB, daB sich unter 
den Produkten der Hydrolyse, welche bei der Untersuchung ausgefiihrt 
wird, noch andere brombindende Stoffe befinden miissen. Abgesehen 


1 Plimmer, Die chemische Konstruktion der EiweiSkérper, 8. 14. 
Dresden, Verlag T. Steinkopf, 1914. 

2 Desgleichen. 

* Diese Zeitschr. 146, 259 bis 274, 1924. 

* Journ. of biol. Chem. 51, 421 bis 434, 1922. 

5 Ebendaselbst 50, 238, 1922. 

* Diese Zeitschr. 97, 170, 1919. 

7 Journ. of biol. Chem. 50, 237 bis 271, 1922. 
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davon, birgt das Bromadditionsverfahren schon durch seine Umstandlichkeit 
verschiedene Fehlerquellen. 

Eine interessante Arbeit, die sich mit der Bestimmung von Tyrosin 
neben Tryptophan befaBt, haben Folin und Looney geliefert. Ihre Methode 
basiert auf der blauen Farbreaktion genannter Aminoséuren mit Phosphor- 
molybdénséure. Nach 48stiindiger Barythydrolyse der Proteinlésung 
und Entfernung des Baryts mit Schwefelséure wird das Tryptophan durch 
Versetzen mit Mercurisulfatlésung ausgefallt und abgeschleudert. Die 
iiberstehende Lésung des Tyrosins wird abdekantiert, das Tryptophan in 
Natriumcyanidlésung gelést und dann beide Aminoséurelésungen gegen 
Standardlésungen von reinem Tyrosin und Tryptophan nach Zusatz eines 
Phosphormolybdaénséure enthaltenden Reagens kolorimetrisch bestimmt. 
In reinen Lésungen genannter Aminoséuren konnte Fiirth recht gute 
Resultate erzielen, in Proteinlésungen dagegen fand er trotz genauester 
Befolgung der Analysenvorschrift die von Folin und Looney angegebenen 
Werte nicht wieder. Auch Gortner und Holm' haben festgestellt, daB die 
durch das Folinsche Reagens entwickelte Farbintensitaét keine ,,lineare 
Funktion des reagierenden Materials‘‘ darstellt. Sie folgern weiter, da 
in Proteinlésungen Tyrosin und Tryptophan nicht allein mit Phosphor- 
molybdénséure Blaufirbung ergeben. Ein weiterer Nachteil diirfte die 
langwierige und wahrscheinlich auch zu Fehlern fiihrende Hydrolyse sein. 

Die kolorimetrische Auswertung der Millonschen Farbreaktion zur 
Bestimmung des Tyrosingehalts der Proteine kann ebensowenig genaue 
Resultate liefern, da nach Ergebnissen von P. Thomas diese Reaktion 
auch mit anderen EiweiSspaltungsprodukten eintritt. Man kann so die 
zum Teil zu hohen Werte erklaren. Dem Verfahren von Weiss, das auch 
auf der Millonschen Farbenreaktion basiert, haftet daneben noch der 
Nachteil an, da8 nur mit sehr groBen Verdiinnungen (0,002 °,), die wieder 
schwache Farbungen bedingen, kolorimetriert werden darf, um Triibungen 
zu vermeiden. 


Il. Die Xanthoproteinreaktion und ihre Beziehung zur Azidimetrie 
als Grundlage des neuen Verfahrens. 


Jene intensive gelbe Farbreaktion, die bei Behandlung von Proteinen 
mit Salpeterséure auftritt, hat schon lange unter dem Namen ,,Xantho- 
proteinreaktion“‘ als Nachweis fiir Proteine eine Rolle gespielt, Spéter 
wurde der néhere Verlauf der Reaktion untersucht und festgestellt, welche 
Eiwei8spaltungsprodukte, d. h. Aminoséuren an ihr beteiligt sind. Von 
diesen ist das Tyrosin schon seit geraumer Zeit, das Tryptophan noch 
nicht so lange als bei der Reaktion kolorimetrisch wirksam bekannt. 
Alle anderen bekannten Aminosaéuren sind, wie unsere Versuche erneut 
bestaétigt haben, an der Reaktion nicht beteiligt. 

Johnsen*® nimmt an, daB beim Tyrosin die Nitrogruppe in den Phenol- 
kern in o-Stellung zur Hydroxylgruppe tritt, und nennt den entstehenden 
K6rper o-Nitrotyrosin. Andere Forscher vermuten, da®B das Alanin ab- 
gespalten wird und ein Nitrophenol resultiert. Trotz eingehenden Studiums 
ist jedoch bis heute noch nicht geklért, welcher Kérper in Wirklichkeit 
bei der Nitrierung des Tyrosins entsteht. 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 42, 1678, 1920. 
2 Ebendaselbst 37, 2170 und 2598, 1915; Chem. Centralbl. 1916, I, 
147, 469. 











382 J. Tillmans, P. Hirsch u. F. Stoppel: 


Uber den Anteil des Tryptophans an der Xanthoproteinreaktion 
machte schon Fiirth in einer Arbeit vom Jahre 1899: ,,UCber die Einwirkung 
der Salpeterséure auf Eiweilstoffe‘‘ interessante Andeutungen, noch 
bevor diese Aminoséure itiberhaupt bekannt war. Er schreibt, daB das 
Spaltungsprodukt des Xanthoproteins, das Xanthomelanin, bei weiterer 
Reduktion und Spaltung sich als ein Derivat des ,,Indol liefernden Kom- 
plexes‘ im EiweiBmolekiil erkennen la48t. Spéter haben Salkowski, Rohde, 
Abderhalden und Kempe! die Teilnahme des Tryptophans an der Xantho- 
proteinreaktion bestaétigt. Uber die Konstitution des gefarbten Korpers 
ist gleichfalls nichts bekannt. 

Durch quantitative Bestimmung der von EiweiB aufgenommenen 
NO,-Gruppen hat auch Lieben® festgestellt, daB nur Tyrosin und Trypto- 
phan an der Nitrierung beteiligt sind. Er stellte fernerhin Untersuchungen 
dariiber an, wie viel NO,-Gruppen von den genannten Aminoséuren im 
EiweiBverband bei Behandlung mit Salpeterséure bestimmter Konzentration 
aufgenommen werden. Er nitrierte das Protein, reinigte das nitrierte Produkt 
und bestimmte jodometrisch die aufgenommenen NO,-Gruppen. Lieben 
hat so fiir Seidenfibroin, Casein und Blutfibrin Nitrowerte gefunden, die 
einer Mononitrierung des im EiweiBmolekiil enthaltenen Tyrosins ent- 
sprechen. Enthalt das Protein noch Tryptophan, so addiert sich hierzu 
noch der entsprechende Nitrowert fiir diese Aminoséure. 

Den starken Gegensatz beziiglich des koloristischen Effekts zwischen 
dem nitrierten Tyrosin und Tryptophan in alkalischer bzw. saurer Lésung 
hat als erster Moérner* néher studiert. Er erhitzte 5 cem Tyrosin- 
bzw: Tryptophanlésung (enthaltend je 0,005g Substanz) mit 2,5 ccm 
20°%iger Salpeterséure und 2,5cem Wasser in je zwei Probierréhrehen 
3 Minuten auf dem Wasserbad. Nach Abkiihlung versetzte Moérner das 
erste Paar der Réhrchen mit Wasser bis auf 100 ccm Gesamtfliissigkeit, 
das zweite Paar fiillte er jedoch unter Zugabe von 10 ccm 10 °,iger Ammoniak- 
lésung auf 100ccm mit Wasser auf. 

Die so erhaltenen gelben Lésungen ordneten sich nach steigender 
Farbintensitaéat wie folgt: 


ep: | Sere eee 
2. Tryptophan. ..... . sauer 
3. Tryptophan. . ... . . alkalisch 
ee 


Moérner hat ferner die einzelnen nitrierten Aminoséurelésungen gegen 
bestimmte Vergleichslésungen (n/50 K,Cr,0,, n/50 K,Cr,0O, und n/50 
K,Cr,O, + n/5000 KMnO,) kolorimetriert. Er hat jedoch bei kolori- 
metrischem Vergleich mit diesen Standardlésungen nur unbefriedigende 
Resultate erhalten. 

Seine Versuche zeigen folgendes: 

Tryptophan wirkt in alkalischer Lésung nur dreimal so kréftig als 
in saurer, waéhrend Tyrosin in alkalischer Lésung eine 45mal so kraftige 
Wirkung als in saurer ausiibt. In saurer Lésung wirkt Tryptophan dreimal 
so kraftig wie Tyrosin, in alkalischer hat dagegen Tyrosin eine fiinfmal 
so kréftige Wirkung wie Tryptophan. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 207 bis 218, 1907. 
2 Diese Zeitschr. 145, 534 bis 559, 1924. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 1919, H. 4/5, 8. 203 bis 210. 
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Es soll nun im folgenden gezeigt werden, wie durch dieses verschieden- 
artige Verhalten der nitrierten Tryptophan- und Tyrosinlésungen unter 
Verwendung einiger Gedankengainge der Azidimetrie eine Methode zur 
Bestimmung beider Aminoséuren nebeneinander ermédglicht worden ist. 


Nach dem Befunde von Moérner zeigen die Tyrosin- bzw. Trypto- 
phanlésungen bei saurer und alkalischer Reaktion erheblichen Unterschied 
in der Farbstarke. Die beiden Nitrokérper verhalten sich demnach &hnlich 
wie die azidimetrischen Indikatoren. Insbesondere lassen sie sich mit den 
von Michaelis' eingehend studierten Nitrophenolen vergleichen. Diese 
sind mehr oder weniger schwache Séuren. Die freien Séuren sind un- 
gefarbt, wahrend die Natriumsalze eine intensive Gelbfarbung aufweisen. 
Der Ubergang von der gefarbten in die nicht gefarbte Form findet 
innerhalb einer bestimmten py-Zone statt. Der Grad, bis zu welchem der 
betreffende Indikator jeweils gefairbt ist, findet seinen Ausdruck im 
Farbgrad. Der Farbgrad (F) ist definiert als Verhaltnis des gefarbten 
Anteils zur Gesamtmenge des Indikators. 

Bekanntlich geht eine schwache Saéure bei Bildung ihres Natrium- 
salzes in den ionisierten oder dissoziierten Zustand iiber. Der gefarbte 
Anteil der Nitrophenole geht darum parallel mit dem dissoziierten Anteil. 
Michaelis setzt dementsprechend den Farbgrad bei diesen Indikatoren 
gleich dem Dissoziationsgrad. Die Beziehung zwischen Farbgrad und px 
ist also analog der Formel fiir den Dissoziationsgrad. 


Michaelis verwendet die Beziehung zwischen Farbgrad und py, um 
aus dem beobachteten Farbgrad die py-Stufe zu erfahren. Umgekehrt 
kann man fiir ein bekanntes py den Farbgrad angeben. Ist nun dieser 
bekannt, und bestimmt man kolorimetrisch die Farbstarke, so ist daraus die 
Menge des betreffenden Indikators zu ermitteln. 


P. Hirsch? hat in seiner Arbeit den Begriff des molaren Bindungs- 
vermégens eingefiihrt und ihm die Bezeichnung # zugelegt. & gibt an, 
wieviel Mole NaOH bzw. HCl von einem Mol einer Saéure oder Base bei 
einer bestimmten Wasserstoffstufe (pq) gebunden sind. Von G-Molen 
werden also r = G.% gebunden. # ist von px abhangig, besitzt jedoch 
bei einem bestimmten py immer einen ganz bestimmten Wert. Die An- 
wendung der #-Funktion auf die Azidimetrie beruht auf der Messung jener 
Titermengen, dio dazu nétig sind, bestimmte pu-Anderungen in der Lésung 
der fraglichen Substanz hervorzurufen. Die Aufspaltung einer sauren oder 
basischen Gruppe erfolgt stets innerhalb eines bestimmten py-Intervalls, 
d. h. ihrer Pufferzone. Handelt es sich zundchst um die Titrierung einer 
einbasischen Séure oder Base iiber die Pufferzone hinweg, so wird eine 
Titermenge 7 gebunden, welche ihrer Menge @G &quivalent ist. Man kann 
jedoch auch auf irgendwelche px-Stufen innerhalb der Pufferzone 
titrieren. Zur Titration einer Séure oder Base sind dann zwei Titrations- 
punkte nétig. 

Nehmen wir an, der #-Wert des ersten Titrationspunktes sei x, der 
des zweiten y, so betragt die Anderung in # = x — y. Die gesuchte Menge 
des ,,Azidolyten“ ist also hier: 


G= ——_- 
z—y 


1 Diese Zeitschr. 109, 165, 1920; 119, 307, 1921. 
2 Na&heres siehe diese Zeitschr. 147, 433, 1924. 
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Wenn die &#-Kurven zweier Azidolyte geniigend weit auseinander 
liegen, ist die Titrierung eines Gemisches von ihnen nebeneinander méglich. 
Es sind dann drei bis vier Titrationspunkte oder zwei Titrationsstrecken 
erforderlich. 

Es sei an dieser Stelle ein schematisches Beispiel fiir die Titrierung 
zweier Azidolyte nebeneinander angefiihrt: 


Gesucht: G, und G,. 








1. Titrationsstrecke, von py = 4,5 bis 7,0. 
9sAnderung Titerverbrauch 
a ee 0,88 r; = 0,88. 6, 
fiir B — a 0,09 | i) 0,09 . Ge, 
Gesamttiterverbrauch: R, = 0,88 .G, + 0,09 . G,. 
2. Titrationsstrecke, von pa = 7,0 bis 9,5. 
%sAnderung Titerverbrauch 
Fee 0,09 r, = 0,99.C, 
ee DD asaiwe 3 0,88 ra 0,88 . Ge 
Gesamttiterverbrauch: R, = 0,09 .G, + 0,88 . G,. 


Die Titrationen liefern die Werte von R, und R,. Es werde gefunden: 
R, = 10,60 cem n/10 Titer, 
R, = 18,50 ,, n/10 ,, 

Man erhaélt die beiden Bestimmungsgleichungen : 


1. 0,884, + 0,094, = 10,60. 
2. 0,09G, + 0,88G, = 18,50. 


Lést man nun die Gleichungen nach G, und G, auf, so findet man: 


G, = 10cem n/10 = | Millimol. 
G,=20 , n/l0=32 om 


Diese Uberlegungen lassen sich auf die Bestimmung zweier Indi- 
katoren vom Nitrophenoltypus nur dann iibertragen, wenn beide bei 
gleicher py-Stufe einen Farbton aufweisen, der sich mit derselben 
Standardlésung kolorimetrieren laBt. Allerdings geniigt uns jetzt der 
Farbgrad nach der seitherigen Definition nicht mehr. 

Wenn wir @ = | setzen, haben wir fiir aquivalente Mengen irgend 
einer Saure oder Base stets gleiche Titrationsbetrage, namlich 1 ccm 
n/l pro Millimol. Wenn wir jedoch den Farbgrad F = 1 setzen, so 
haben wir bei aquivalenten Mengen verschiedener Indikatoren, auch 
wenn sie gleichen Farbton aufweisen, durchaus.nicht gleiche Farb- 
stirken. Der Farbgrad eines Indikators wird jeweils auf dieselbe 
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Maximalfarbstarke, d. h. die Farbe, die erreicht ist, wenn die Gesamt- 
menge des Indikators in die gefarbte Form iibergefiihrt ist, als Einheit 
bezogen. Diese Einheit ist jedoch bei verschiedenen Indikatoren von 
verschiedenem kolorimetrischen Wert, im Gegensatz zu @, dessen 
Einheit fiir alle Basen und Sauren den gleichen Titrationswert aufweist. 

Bei der Bestimmung zweier Indikatoren nebeneinander kann 
man daher die #-Werte nicht ohne weiteres durch Farbgrade ersetzen. 
Wir miissen vielmehr fiir beide Indikatoren (nitriertes Tyrosin und 
nitriertes Tryptophan) einen gemeinsamen kolorimetrischen Einheits- 
wert schaffen. Dies geschieht dadurch, daB wir empirisch die Farbe 
einer Standardlésung, mit welcher jeder der beiden Indikatoren bei den 
verschiedenen Wasserstoffstufen verglichen werden kann, als Einheit 
wahlen. 

Wir bezeichnen weiterhin die Zahl, die angibt, wie oftmal so stark 
eine bestimmte Farblésung gefdrbt ist als unsere Standardlésung als ,,Farb- 
stdrke* (8). 

Diejenige Farbstérke, die von der Mengeneinheit eines bestimmten 
Indikators unter bestimmten Verhdiltnissen geliefert wird, nennen wir 
den ,,Farbwert™ (f) 

Der Farbwert f entspricht nun dem, was Hirsch bei der azidimetri- 
schen Titration zweier Azidolyten als #-Wert bezeichnet. 

Die Farbstdirken des Indikatorengemisches, die bei saurer und 
alkalischer Wasserstoffstufe sich auf denselben Einheitsfarbton be- 
ziehen, wiirden dann den Werten, die Hirsch mit R, und R, (Gesamt- 
titerverbrauch) bezeichnet, entsprechen. Die Kolorimetrie bei je 
einer Stufe entspricht einer Titrationsstrecke. Zwei Titrationsstrecken 
liefern zwei Gleichungen zur Bestimmung der unbekannten Kon- 
zentrationen. 


Ili. Allgemeine Versuchsanordnung. 
a) Vorversuche. 
Unsere zahlreichen Vorversuche haben im Gegensatz zu den 


Versuchsergebnissen Mérners vollkommene Proportionalitat der Farb- 
intensitaét der nitrierten Aminosdureliésungen zu ihrer Konzentration 


gezeigt. 


b) Die Standardlésung. 
Als Standardlésung diente zuerst eine nitrierte Tyrosinlésung. 
Es wurden 10mg reines Tyrosin mit 100ccm n/10 Salpetersiure 
2 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt, neutralisiert und 
auf 200 ccm aufgefiillt. 50 ccm (2,5 mg) der neutralen gelben Lésung 
wurden dann bis zur Maximalfarbstirke mit Natronlauge versetzt und 
auf 500 ccm aufgefiillt. Bei alkalischer Stufe war diese Standardlésung 
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sowohl bei Kolorimetrie des reinen Aminosduregemisches als auch 
der nitrierten Proteinlésungen gut anwendbar, bei saurer Stufe war 
jedoch der griin-gelbe Farbton der Standardlésung gegen den gelben 
Farbton der zu untersuchenden Lésungen nur bei starken Verdiinnungen 
vergleichbar. 


Mit einer Lésung von 50mg reinem m-Nitrophenol (Schmelz- 
punkt 96°) in 500 ccm n/10 Natronlauge wurden jedoch gute Resultate 
erzielt. Die nitrierten Aminosiuren und nitrierten Proteine konnten 
damit sowohl in saurer als auch in alkalischer Lésung kolorimetriert 
werden. 


Diese Standardlésung wurde auch zur Bestimmung der Einheit 
der Farbstarke S herangezogen. Als Einheit der Farbstirke S bezeichnen 
wir diejenige, die durch 1 mg m-Nitrophenol in alkalischer Lésung hervor- 
gerufen wird. 

Die alkalische m-Nitrophenollésung ist, in brauner Flasche auf- 
bewahrt, lange Zeit haltbar. 


c) Salpeterséurekonzentration und Dauer der Nitrierung. 


Die Konzentration der Salpetersiure und die Dauer der Nitrierung 
sind von Wichtigkeit. Vorversuche hatten ergeben, daB die anfanglich 
starke Farbung der Tyrosinlésung schon durch kurzes Erwarmen mit 
starker Salpetersiure erheblich nachlaBt und schlieBlich ganz ver- 
schwindet, und da8 andererseits ein zu kurzes Einwirken von schwacher 
Siure die Maximalfarbstirke nicht erreichen la6t. Es wurde deshalb 
einheitlich eine n/10 Salpetersiurekonzentration eingehalten und die 
Nitrierung durch zweistiindiges Erhitzen im kochenden Wasserbad 
bewirkt. 


d) Bestimmung der Farbstarken, der Farbwerte und Aujfstellung 

der Farbwertkurven fiir beide Aminosduren. 

Je 25 mg reines Tryptophan und Tyrosin wurden mit je 400 ccm 
n/l10 Salpetersiure in Erlenmeyerkolben 2 Stunden in kochendem 
Wasserbad der Nitrierung unterworfen. Eine auf die Kolben auf- 
gesetzte Glasbirne geniigt vollkommen, um bei der Nitrierung ein 
stirkeres Verdunsten und damit Erhéhung der Salpetersaéurekonzen- 
tration zu vermeiden. Dann wurden nach Abkiihlung die gelben 
Lésungen mit Natronlauge neutralisiert und in 500-ccm-MaBkolben 
bis zur Marke aufgefiillt. Die neutrale Reaktion lat sich hier am 
besten durch Tiipfelung auf Lackmuspapier erkennen. 


Die neutralisierten Lésungen wurden nun auf bestimmte Wasser- 
stoffstufen eingestellt. Bei den mittleren Stufen (3,2 bis 10,0) geschah 
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dies durch Zugabe von Pufferlésungen nach Sdérensen. Bei den starker 
alkalischen bzw. sauren Stufen wurden die Lésungen auf eine bestimmte 
Konzentration an freier HCl bzw. NaOH gebracht, und zwar kamen 
folgende Konzentrationen in Anwendung: 


Fiir pp = 1,8: n/50 HCl 
oo Pu? 2.1: n/lOOHCI 


» Pu: 2.5: n/500 HCl 

» Pa 11,5: 3,3cem n/10 NaOH auf 100 ccm Gesamtvolumen 
» un = 11,7: 53 , n/flONaOH ,, 100 ,, ‘i 

» Pu= 11,9: 8,5 , n/lONaOH ,, 100 ,, a 

» Pu = 12,7: 5&3 ,, n/lONaOH ,, 10 _ 

» Pu= 12,9: 8,5 , n/lONaOH ,, . a - 


Der kolorimetrische Vergleich wird in Hehnerzylindern' vor- 
genommen. 


Als Beispiel sei die Bestimmung des Farbwertes / des Tyrosins 
bei Stufe p= 4,0 beschrieben: 40 ccm (2 mg) der nitrierten und 
neutralisierten Tyrosinlésung wurden in einem der Hehnerzylinder 
mit 10cem Pufferlésung (pq = 4,0) auf 50 ccm aufgefiillt und durch- 
geschiittelt. Diese 50 ccm waren farbgleich mit 50 cem der auf ein 
Viertel verdiinnten Standardlésung. 50 ccm der auf ein Viertel ver- 
diinnten Standardlésung enthalten 1,25 mg m-Nitrophenol. 1 mg 
m-Nitrophenol entspricht der Farbstarke S= 1. Fiir die untersuchte 
Lisung ist also S = 1,25. 


Die Farbstirke, die von 1 mg T yrosin geliefert wird, nennen wir den 
Farbwert {. S = 1,25 ist die Farbstarke, die von 2 mg Tyrosin geliefert 
wird. Der Farbwert / des Tyrosins bei Stufe 4,0 betragt somit: 


1,25 

+ = 0,63. 
In derselben Weise wurden die Farbwerte / bei den iibrigen Wasserstoff- 
stufen fiir Tyrosin und Tryptophan bestimmt. Die Werte sind sowohl 
in der nachstehenden Tabelle, als auch in einer Kurve mitgeteilt. In 
einer zweiten Kurve sind fiir dieselben Stufen die Farbwerte angegeben, 
die man erhalt, wenn man den kolorimetrischen Vergleich mit alkalischer, 
nitrierter Tyrosinlésung von 5 mg im Liter vornimmt. 

Die aus den Farbwerten und dem zugehérigen py aufgestellten 
Kurven fiir die beiden Aminosduren zeigen besonders anschaulich den 
starken Unterschied des koloristischen Effektes. Der Gestalt nach 
stimmen sie jedoch nicht genau mit den @-Kurven und den von Michaelis 
aufgestellten Farbgradkurven tiberein. 





1 Siehe auch Tillmans-Alt, a.a.O., 8. 144. 
Biochemische Zeitschrift Band 198. 26 
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Farbwert-Tabelle I. 

















Stufe py =f fiir Tyrosin =f fiir Tryptophan Stufe py =f fiir Tyrosin / fiir Tryptophan 
1,8 0,10 0,40 7,0 2.5 0,85 
2,1 0,20 0,41 8.4 4,2 0,95 
2.5 0,35 0,43 9,5 6,2 1,10 
3,2 0,50 0,50 10,0 6,5 1,20 
4,0 0,63 0,60 11,5 7,0 1,23 
5,0 0,88 0,64 12,9 7,4 1,30 
6,0 1,5 0,70 
Ir 
‘ 
‘| 
$ 
| 
iy 
B, 
z 
71+—++— 
rr. 2 es eS Ye FS 
Abb. |. 
a = Farbwertkurve des nitrierten Tyrosins. b = Farbwertkurve des nitrierten Tryptophans. 


Die Farbwerte wurden ermittelt durch Kolorimetrie gegen cine alkalische Standardlésung von 
nitriertem Tyrosin (2,5 mg auf 500 ccm). 








: ' <1 





ee oo Se a a 


Abb. 2. 
a = Farbwertkurve des nitrierten Tyrosins. b = Farbwertkurve des nitrierten Tryptophans. 
Die Farbwerte wurden ermittelt durch Kolorimetrie gegen eine Standardiésung von 50 mg 
m-Nitrophenol in 500 ccm n/10 NaOH. 


Die unter Anwendung von nitrierter Tyrosinlésung als Standard- 
lésung bestimmten Farbwerte ergaben Farbwertkurven, von deren 
Verlauf das gleiche zu sagen ist. 

Untereinander zeigen die durch Kolorimetrie gegen die beiden 
verschiedenen Standardlésungen bei gleichem px bestimmten Farb- 
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werte von Tyrosin und Tryptophan und somit auch ihre Kurven 
merkwiirdigerweise ungleiches Verhaltnis. 

Trotzdem ergaben bei Untersuchung des reinen Aminosiure- 
gemisches und einer Proteinlésung (Ovalbumin) die Tyrosin- und 
Tryptophanwerte bei Anwendung der beiden verschiedenen Standard- 
lésungen verhiltnismaBig gute Chereinstimmung. Wir geben jedoch 
der Nitrophenolstandardlésung aus den bereits angefiihrten Griinden 
den Vorzug. 

Die Tatsache, daB die Farbwertkurven in ihrer Gestalt von den 
Farbgradkurven abweichen, kann zum Teil darauf zuriickzufiihren 
sein, daB bei der Nitrierung kein einheitliches Produkt entsteht, sondern 
eine Mischung mehrerer Kérper. Man kann auch annehmen, dab die 
Farbténe der nitrierten Produkte gegeniiber der jeweils angewandten 
Standardliésungen bei den verschiedenen py-Stufen koloristisch ver- 
schieden wirksam sind. 


IV. Bestimmung von Tyrosin und Tryptophan in einem Gemisch 

der reinen Aminosiuren. 

25mg Tryptophan und 10mg Tyrosin wurden mit 400cem n/10 
Salpeterséure in oben geschilderter Weise nitriert, neutralisiert und auf 
500 ccm aufgefiillt. Fiir zwei médglichst auseinander liegende Stufen, 
Pu = 1,8 und 11,5, wurden nun die Farbstérken des Aminoséure- 
gemisches kolorimetrisch ermittelt. 

l. Vergleich bei Stufe 1,8: 

50 cem, bestehend aus 20 ccm der zu untersuchenden Lésung, 20 ccm 
Wasser und 10 ccm n/10 HCl (Endkonzentration: n/50) waren farbgleich 
mit 44 ccm auf !/,, verdiinnter Standardlésung. 50 ccm auf '/;), verdiinnte 
Standardlésung enthalten 0,5 mg m - Nitrophenol. 44ccm enthalten 
0,44 mg m-Nitrophenol. 

Fiir 1 mg m-Nitrophenol ist die Farbstéarke S = 1. 
» 0,44mg o» ” 9 2 S, = 0,44. 

2. Vergleich bei Stufe 11,5: . 

50 cem, enthaltend 5 ccm der zu untersuchenden Lésung und 1,65 cem 
n/10 NaOH (vg. S. 387) waren farbgleich mit 38ccem der auf */, ver- 
diinnten Standardlésung. 38 ccm der auf '/, verdiinnten Standardlésung 
enthalten 0,95 mg m-Nitrophenol. 

Also: S, = 0,95. 

Die Werte der Farbstarken, beide auf 5 cem des Aminoséurengemisches 
bezogen, betragen: 

bei Stufe 1,8 S, = 0,11, bei Stufe 11,5 S, = 0,95. 


Bezeichnen wir nun die Farbwerte des Tyrosins bei den Stufen 1,8 
und 11,5 mit a, bzw. a,, die des Tryptophans bei gleichen pg-Stufen mit 
b, bzw. b,, und die gesuchten Milligramme Tyrosin mit z und Milligramme 
Tryptophan mit y, so lassen sich folgende Bestimmungsgleichungen autf- 
stellen : 

a,x +b,y = S;, a,x + bey = S,. 


26* 
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Die der Farbwerttabelle I oder den Kurven entnommenen Farbwerte 
und die ermittelten Werte fiir die Farbstarken werden nun eingesetzt: 
0,10 2 + 0,40 y 0,11, 
7,0 2+ 1,23 y 0,95. 
Hieraus errechnet sich fiir die 5 ccm Lésung 
x zu 0,252mg und y zu 0,099 mg. 
Auf 500 ccm umgerechnet : 
25,2 mg Tryptophan (vorhanden 25 mg), 
9,9 ,, Tyrosin (vorhanden 10 mg). 
Folgende Tabelle gibt das Ergebnis einer Reihe &hnlicher Be- 
stimmungen an: 











Gegeben Gefunden 
Stufe Tyrosin | Tryptophan Tyrosin Tryptophan 

my | mg my mg 
1.8 und 10,0 0,50 0,10 0,48 0,12 
[S: . ia 0,50 0,25 0,54 0.24 
6.0 . 100 0,025 0,010 0,027 0.011 
18 , 10,0 1,0 5,0 1,09 4,75 
| yar: * ae 10 25 9,90 25,2 
3. » . 25 10 24.8 10.1 
18 , 10,0 1,0 2.5 1,07 2.45 


Die bei obiger Bestimmung angewandte Konzentration der im Hehner- 
zylinder befindlichen, zu untersuchenden Lésung mu8 ungefaéhr eingehalten 
werden. Es sollen weder bei alkalischer pg-Stufe stark orangefarbene, 
noch bei saurer pg-Stufe allzu schwache blaBgriine Farbténe auftreten. 


VY. Die Untersuchung der Proteinarten der wichtigsten Nahrungsmittel 
auf ihren Gehalt an Tyrosin und Tryptophan. 


Hiihnerei. 

Das Weife eines frischen Hiihnereies wurde mit Wasser auf etwa 
100 ccm verdiinnt, gleichmaBig suspendiert, durch Umriihren und folgende 
Filtration von den Keratinhéutchen befreit und das klare Filtrat in einem 
MeBkélbchen auf 100 ccm gebracht. 

Zweimal je 10cem dienten zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
Man kann die Stickstoffbestimmung auch neben der Nitrierung oder nachher 
vornehmen, nur bietet die vorherige Stickstoffbestimmung den Vorteil, 
da8 man die Konzentration der zu nitrierenden EiweiBlésung so einstellen 
kann, daB eine zum kolorimetrischen Vergleich geniigende Farbung erzielt 
wird. 10cem der Albuminlésung enthielten 1,3 Millimol Stickstoff. 

Zur Nitrierung wurden 30,8cem, enthaltend 4 Millimol N oder 
4.14.6,25 = 350mg Gesamteiwei8, im Erlenmeyerkolben unter Zugabe 
von 40 ccm n HNO, auf 400 cem verdiinnt. Nach zweistiindigem Erhitzen 
im kochenden Wasserbad und Neutralisation wurde die nitrierte Protein- 
lésung in einen 500-cem-MeBkolben gespiilt und bis zur Marke mit Wasser 
aufgefiillt. 

Die Bestimmung der Farbstarken erfolgte nun in derselben Weise, 


wie bereits fiir die Analyse reiner Tyrosin- und Tryptophanlésungen 
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angegeben ist. Es wurde z. B. bei py = 2.13 und pg = 10,0 kolori- 
metriert : 

1. Stufe 2,1: 100 cem, enthaltend 80 cem der nitrierten und neu- 
tralisierten Albuminlésung + 10 cem n/10 HCl + 10 com Wasser waren 
farbgleich mit 88 ccm der zehnfach verdiinnten Standardlésung. 

88 ccm der zehnfach verdiinnten Standardlésung enthalten 0,88 mg 
m-Nitrophenol. Fiir 80 cem Albuminlésung ist also 

8, = 0,88. 

2. Stufe 10,0: 50 ccm, enthaltend 20 cem der nitrierten und neu- 
tralisierten Albuminlésung — 30cem Pufferlésung (px 10) waren 
farbgleich mit 48 ccm unverdiinnter Standardlésung. 

48 ccm unverdiinnter Standardlisung enthalten 4,8 mg m-Nitro- 
phenol. Also fiir 20cem Albuminlésung ist 

S, = 4,8. 
Beide Werte auf 20 ccm der Albuminlésung bezogen, ergeben 
fir 2,1: 8, = 0,22, 
10,0: S, = 4,80. 
Nach Einsetzen der der Tabelle auf 8.388 oder dén Kurven ent- 
nommenen Farbwerte fiir die beiden Stufen und der Werte fiir S, bzw. S, 
ergaben sich folgende Bestimmungsgleichungen fiir den Gehalt des 
Albumins an Tyrosin (x) und Tryptophan (y): 
0,2 « + 0,41 y = 0,22, 
6,5 x + 1,20 y = 4,80. 
Hieraus folgt: 
y = 0,19 mg Tryptophan, 
x = 0,71 mg Tyrosin. 
500 cem der Albuminlésung enthielten 350 mg Gesamteiwei, 20 ccm 
also 14 mg. 

Fiir das Albumin ergibt sich demnach ein Gehalt von 1,35°% 
Tryptophan und von 5,05°%, Tyrosin. 

Der kolorimetrische Vergleich wurde noch bei weiteren Wasserstoff- 
stufen ausgefiihrt, und aus weiteren Kombinationen von je zwei kolori- 
metrischen Bestimmungen wurden Tryptophan- und Tyrosingehalt 
berechnet, mit folgenden Ergebnissen: 





a ee Gefundener Gehalt fiir 





benutzte Stufen Tryptophan Tyrosin 
Pu Of % 
2,1 und 10,0 1,35 5,05 
a «on 1,23 5,04 
is , 95 1,30 4,79 
2.5 9.5 1,16 4,90 
Mittel : 1,26 4,95 
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Tillmans und Alt haben fiir Tryptophan 1,24°, gefunden. Die 
seitherigen Tyrosinwerte des Eiereiweibes bewegen sich um 5°. Man 
sieht auch hier, daB die Kolorimetrie bei den Stufen 1,8 und 11,5 die 
besten Werte liefert und daher fiir die Analyse hauptsichlich in Frage 
kommt. 

Der Dotter eines hartgekochten Hiihnereies wurde in einem Hofmeister- 
schaélchen mit Seesand innig zerrieben und im Trockenschrank bei 70° C 
getrocknet. Darauf wurde nach zwélfstiindiger Atherextraktion mit n/10 
NaOH digeriert und in ein 100-cem-MeB8ké6lbchen filtriert. 

61,5cem des in n'10 NaOH gelésten Proteins (enthaltend 4 Millimo! 
Stickstoff) muBten nun mit 46,15cecm n Salpeterséure auf 400 ccm auf- 
gefiillt werden, um n/10 Salpeterséurekonzentration zu erzielen. 

Der Mittelwert aus verschiedenen Analysen ergab im Eidotter: 

fiir Tryptophan 2,15°,,, 
Tyrosin 3,65... 


Blutalbumin. 
lg getrocknetes kaéufliches Blutalbumin wurde in 100cem n 10 
Natronlauge im Schiittelapparat bis zur gleichmaéBigen Suspension ge- 
schiittelt. Eine véllige Lésung lieB sich nicht erméglichen und ist auch 
nicht erforderlich. Sonst war die Versuchsanordnung wie seither. 
Aus Stickstoffbestimmung und Kolorimetrie resultierte fiir das 
Blutalbumin als Mittelwert: 
fiir Tryptophan 2,02°,,, 
Tyrosin 480°... 


Kuhmilch. 


Zur Untersuchung wurde Magermilch verwendet. 

Der Milchzucker zeigt, wie die Voruntersuchung ergab, mit ver- 
diinnter Salpetersaure keinerlei Farbung oder Triibung und ist ohne 
EinfluB auf die Bestimmung. 

Etwa 100cem der Magermilch wurden mit 1 cem verdiinnter Essig- 
séure (20°%%ig) versetzt und auf 60° C erwarmt. Das auskoagulierte Casein 
wurde in der Zentrifuge abgeschleudert, die iiberstehende Fliissigkeit 
filtriert und erneut auf 70°C erwaérmt. Das nun koagulierte Albumin, 
das noch geringe Mengen (etwa 5 °,) Globulin enthalt, wurde abgeschleudert, 
die iiberstehende Fliissigkeit, die das Molkenprotein (Reststickstoffsubstanz) 
enthalt, in 100 cem-MeBkélbchen filtriert. Das abgeschleuderte Albumin 
war dann mit 100-cem n/10 Natronlauge aufzunehmen und gleichfalls 
auf 100-cem-MeB8kélbchen aufzufiillen. 


Mit je 50 ccm des Inhalts der beiden Kélbchen wurden auf die 
iibliche Weise die Aminosaurebestimmungen ausgefiihrt. 
Die Analysen ergaben fiir Albumin — Globulin als Mittelwert: 


fiir Tryptophan 2,09°.,. 


Tyrosin Wi hy J 
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Die Bestimmung des Tryptophan- und Tyrosingehalts im Molken- 
protein der Kuhmilch zeigte als Mittelwert: 
fiir Tryptophan 2.17%, 
Tyrosin 3,07 %. 


Die Bestimmung des Tryptophan- und Tyrosingehalts des Caseins 
der verschiedenen Milcharten durch unser Verfahren war leider nicht 
méglich, da bei vorschriftsmaBiger H NO,-Konzentration keine Lésung 
erzielt wurde. 

Ziegenmilch. 

Bei der Untersuchung der Ziegenmilch machten zu Anfang Triibungen 
die Bestimmung des Tryptophan- und Tyrosingehalts sowohl im Albumin 
wie im Molkeneiwei8 unmédglich. Die Ursache war, da® ihre véllige Ent- 
rahmung mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden war. Erst nach 
dreimaligem, etwa einstiindigem Zentrifugieren bei jedesmaliger griindlicher 
Entfernung der abgeschiedenen Rahmschicht war die Milch zur Analyse 
gebrauchsfertig. Die Trennung der Proteinarten geschah in derselben 
Weise wie bei der Kuhmilch. 

Aus Stickstoffbestimmung und Kolorimetrie resultierte im Albumin 
+ Globulin 

fir Tryptophan 2,06°,,, 
Tyrosin 1,68, 

im Molkenprotein 
fiir Tryptophan 2,07 %,, 


» Tyrosin 2,97 %. 


Zwischen den bei Ziegenmilch und den bei Kuhmilch erhaltenen 
Ergebnissen besteht demnach praktisch kein Unterschied. 


Frauenmilch. 


Etwa 100ccm Frauenmilch wurden zunaéchst durch Zentrifugieren 
entrahmt. Um Triibungen zu vermeiden, muBte das Casein in anderer 
Weise wie bei den iibrigen Milcharten auskoaguliert werden. Nach B. Bienen- 
feld* wurden die 100 cem Milch mit 10 cem n/1 Essigséure auf 40° C erwarmt. 
Das Casein fallt bei der Frauenmilch feinflockig aus. Es wurde durch 
mehrmaliges Abschleudern und sorgfaltige Filtration so abgeschieden, 
da8B man ein védéllig wasserklares Filtrat erhielt. Die Trennung des 
Albumins + Globulins vom Molkenprotein geschah auf die iibliche Weise. 


Es wurden gefunden: 
in Albumin +- Globulin (als Mittelwert) fiir Tryptophan 2,/4%,, 


» Tyrosin 0,78 %, 
», Molkenprotein (als Mittelwert) . Tryptophan 3,85°,, 
Tyrosin 1,96°,. 


1 Sommerfeld, Handb. d. Milchkunde, 8. 775. 
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Fleisch. 
Nach der Vorschrift bei Abderhalden! wurden die Myosine von 
Ochsen-, Schweine-, Kalb- und Pferdefleisch in folgender Weise isoliert : 


Etwa 200g des fein zerhackten Fleisches wurden in einem Gaze- 
séckchen in flieBendem Wasser griindlich vom Blute gereinigt. Nachdem 
alsdann durch Nachspiilen mit destilliertem Wasser das Leitungswasser 
entfernt war, konnte die Extraktion der Myosine durch kurzes Digerieren 
mit 0,6°%iger Natriumsulfatlésung vorgenommen werden. 


Eine Kochsalzlésung, wie sie Abderhalden vorschreibt und auch 
Tillmans und Alt angewandt haben, ist hier der bei der Nitrierung auf- 
tretenden und stérenden Chlorentwicklung wegen nicht zu gebrauchen. 
Wie Vorversuche ergaben, beeintraichtigt die Natriumsulfatlésung selbst 
bei einer Konzentration von 10°, weder den Farbton noch den glatten 
Verlauf der Nitrierung. GréBere Mengen Natriumsulfat kénnen allerdings 
der gelben Farbe der nitrierten Myosinlésungen einen stérenden braéunlichen 
Unterton verleihen. 

Aus dem Na,S80O,-Auszug wurden durch Erwarmen auf 70° die Myosine 
auskoaguliert und mit n/10 NaOH aufgenommen. Aus Kolorimetrie und 
N-Bestimmung resultierten : 





Tryptophan Tyrosin 
%l9 lo 
Ochsenfleisch . . ... 1,44 0,69 
Schweinefleisch . . . . 1,75 081 
EN he wtiace 1,66 0,75 
Pferdefleisch . .... 1,30 0,71 


Die Tryptophanwerte stimmen mit denen von Tillmans und Alt 
gut iiberein. Eine Unterscheidung der verschiedenen Fleischarten, 
z. B. von Ochsen- und Pferdefleisch, die von besonderer praktischer 
Bedeutung wire, ist leider auf Grund ihres Tyrosin- und Tryptophan- 
gehalts nicht méglich, da eine gréBere Differenz unter den gefundenen 
Werten sich nicht ergeben hat. 


— 


Weizenmehl. 


Unsere Versuche zeigten, daB die Nitrierung des Gliadins nur in 
alkoholischer Lésung vorgenommen werden kann, da durch Zugabe 
von Wasser das geléste Gliadin zum Teil wieder ausfallt. 


Da die Intensitat der Farbung der in alkoholischer Lésung nitrierten 
Aminosaure- bzw. Proteinlésungen von der Farbstarke der auf die seit- 
herige Weise nitrierten Lésungen erheblich verschieden ist, konnten 
die seitherigen Farbwerte / natiirlich nun keine Verwendung finden, 
sondern es muBten zuniichst sowohl fiir Tyrosin wie fir Tryptophan 


1 Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I, Teil 8, S. 517. 
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die Farbwerte nach vorausgegangener Nitrierung in alkoholischer 
Lésung erneut bestimmt werden. 

Es hatte sich ferner gezeigt, dab durch Zugabe von Alkali die Farbe 
der nitrierten alkoholischen Proteinlésung einen schwachbraunen Ton 
annahm, der einen exakten Vergleich gegen die vorhandene Standard- 
lésung nicht zulie}. Eine Kolorimetrie bei newtraler Stufe, die durch 
Zugabe von dccm einer 10° igen Natriumacetatlésung an Stelle der 
Pufferlisung stabilisiert wurde, lie} sich dagegen erméglichen. Die 
saure Stufe wurde durch Zugabe von 10ccm n/10 HCl auf 50 ccm 
der im Hehnerzylinder zu vergleichenden Gesamtflissigkeitsmenge 
erzielt. 

Zur Bestimmung der Farbwerte wurden je 25 mg Tryptophan 
bzw. Tyrosin in je 400 cem 70° ,iger alkoholischer n/10 salpetersaurer 
Léisung 2 Stunden am RiickfluBkihler auf dem Wasserbad erhitzt, 
neutralisiert und auf 500 ccm aufgefillt. Als Standardlésung diente 
wieder die seitherige wisserige m-Nitrophenollésung. 

Die Bestimmung der Farbwerte hatte folgendes Ergebnis: 


Farbwert-Tabelle II. 
(Fiir alkoholische Lésung.) 





(/) Tyrosin (/) Tryptophan 
Saure Stufe. ..... 0,10 0,28 
Neutrale Stufe .... 2,0 0,80 


Die Nitrierung des durch Schiitteln mit 70°,igem Alkohol in der Kalte 
ausgezogenen Gliadins erfolgte nunmehr durch zweistiindiges Erhitzen am 
RiickfluBkiihler in 70°%iger alkoholischer n/10 salpetersaurer Lésung. 

Nach Einsetzen der Farbwerte f/ obiger Tabelle und der ermittelten 
Werte fiir die Farbstarken S errechneten sich unter Beriicksichtigung ‘der 
Stickstoffbestimmung fiir das Gliadin: 

0,79°, Tryptophan, 
5,2 ° Tyrosin. 


Des weiteren wurden 20g Mehl mit 100cem 70°,igem Alkohol eine 
Stunde am RiickfluBkiihler erhitzt, mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt 
und das triibe Filtrat untersucht. 

Es ergab sich, bezogen auf die Stickstoffsubstanz: 

fiir Tryptophan .... . . 1,18% 


. — . & o 
6, A «<= 2 ne hak i ee, oe 


Die Werte sind also gegeniiber den vorigen erhéht. Wenn man den 
durch Kochen mit 70°%,igem Alkohol hergestellten Mehlauszug stark ab- 
kiihlte, fiel ein Teil des Proteins wieder aus. Dieser lieferte nach Lésen in 
wasseriger n/10 NaOH bei der weiteren Untersuchung folgende Werte: 


fiir Tryptophan ..... . 12%, 
» Tyrosin dD 


1 


) 
or 
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Weiterhin wurde die Trennung des Gliadins und Glutenins nach 
Fleurent in folgender Weise vorgenommen: 25g Mehl wurden in 100 cem 
70 °Vigem 0,2 bis 0,3 °, Alkali enthaltenden Alkohol 3 Stunden im Schiitte!- 
apparat geschiittelt, die Proteinlésung mit der Wasserstrahlpumpe ab- 
gesaugt und nochmals filtriert. Darauf wurde in langsamem Strome 
Kohlenséure eingeleitet, das dadurch abgeschiedene Glutenin von der 
Gliadinlésung abfiltriert, mit 100ccem derselben alkoholisch-alkalischen 
Lésung aufgenommen und die Nitrierung (am Riickflu@kiihler) dieser 
Lésung vorgenommen. 

Zur Bestimmung des Tryptophan- und Tyrosingehalts des nach 
Fleurent getrennten Gliadins und Glutenins wurden die Farbwerte der 
Tabelle II benutzt. Es ergaben sich fiir Gliadin: 


0,82°, Tryptophan, 
5,2 %, Tyrosin, 

fiir Glutenin : 
149°, Tryptophan, 
7.4 % Tyrosin. 


Zur Kontrolle wurde das nach Fleurent abgetrennte Glutenin mit 
wasseriger n/10 Natronlauge aufgenommen, nitriert und die Bestimmung 
unter Zugrundelegung der Farbwerte auf Tabelle I vorgenommen. 
Es ergaben sich: 

1,60°,, Tryptophan. 
7,10°, Tyrosin. 


Als Mittelwerte waren also fiir Glutenin anzugeben: 


1,55°, Tryptophan, 


— On 


7,25°%, Tyrosin. 


Aus dieser Untersuchung folgt die schon von Tillmans und Alt 
festgestellte Tatsache, daB man sowohl nach Fleurent als auch durch 
kaltes Ausziehen mit Alkohol reines Gliadin in Lésung erhalt, wahrend 
durch heiBen Auszug das ausgezogene Gliadin mit Glutein verunreinigt 
ist. Durch Abkiihlen kann das Glutenin abgeschieden werden, wahrend 
reines Gliadin in Lésung verbleibt. 

Die Bestimmung wurde auch in dem mit Wasser ausziehbaren 
Anteil des Proteins vorgenommen. 

20 g Mehl wurden in 100 cem Wasser kurze Zeit geschiittelt, abgesaugt, 
die etwas triibe Fliissigkeit nochmals filtriert und in einem 100-cem-Mab- 
kolben bis zur Marke aufgefiillt. 

Die Nitrierung erfolgte in iiblicher Weise. 

Aus Stickstoffbestimmung und Kolorimetrie resultierten fiir das 
in dieser Weise ausgezogene wasserlésliche Protein: 


fir Tryptophan 1,54°,. 
Tyrosin 1,53 ®,. 
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Weiterhin wurde eine Extraktion des Mehles.mit 100 ccm einer 
10°, igen Natriumsulfatlésung auf 20g Mehl vorgenommen. Die 
Analyse ergab fiir das in dieser Weise ausgezogene salzlosliche Protein: 


fiir Tryptophan 2,58 °,,, 


Tyrosin 1,18 %. 
Roggenmehl. 


Die Isolierung des Gliadins und Glutenins des Roggenmehles nach 
der Methode Fleurent verlief analog der des Weizenmehiles. 


Es resultierten im Gliadin, in alkoholischer Lésung bestimmt 
fir Tryptophan 0,65°,,, 
Tyrosin 7.8%, 
im Glutenin, in wasseriger Lésung bestimmt: 


fiir Tryptophan 1,39°%,, 


0 


Tyrosin 6.0 %. 


Die direkte Nitrierung des wasserigen Auszugs, ebenso des Auszugs 
mit Salzlésung, ist beim Roggenmehl! sowie bei allen Mellen, die eine etwas 
dunklere, zum Teil bréunliche Faérbung haben, nicht zu empfehlen. 


Die meisten Mehle werden nicht so fein ausgemahlen, wie es beim 
Weizenmeh! der Fall ist. Es werden dann Stoffe mit ausgezogen, die den 
Farbton verstérken oder Mi®farbungen erzeugen. Diese Schwierigkeiten 
waren jedoch in den meisten Fallen nach vorherigem Koagulieren des 
gelésten Proteins durch Erhitzen auf etwa 70 bis 80° C und darauffolgender 
Suspension in n/10 Natronlauge beseitigt. 


Aus Kolorimetrie und Stickstoffbestimmung ergab sich so im 
wasserlislichen Protein des Roggenmehles: 


fiir Tryptophan 1,63 °%,, 
Tyrosin 1,51°,, 
im salzléslichen Protein: 
fiir Tryptophan /,21°... 
Tyrosin 1,75. 
Der starke Unterschied des Tryptophangehalts des salzlislichen 


Proteins des Roggenmehles von dem des Weizenmehles, den Til/mans 
und Alt festgestellt haben, bestatigt sich hiermit. 


Maismehl. 


Zur Untersuchung des Maismehls wurde weiBer Mais (Pferdezahnmais) 
im Moérser fein zerrieben und griindlich durch ein Mehlsieb gesiebt. 
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Fiir unsere Zwecke war die Trennung des Gliadins und Glutenins 
nach Fleurent nicht brauchbar, da der alkoholisch-alkalische Auszug tiefe 


Gelbfarbung zeigte. 

Durch Extraktion des Mehles mit 70°,igem Alkohol am RiickfluB- 
kiihler wurde ebenfalls eine so gelbe Lésung erhalten, daB das geléste 
Gliadin nicht untersucht werden konnte. Es erwies sich aber als méglich, 
durch Abkiihlen dieser Lésung in der beim Weizen geschilderten Weise 
das Glhutenin zu erhalten und zu untersuchen. Fiir die Untersuchung des 
Gliadins erwies sich der Weg der kalten Extraktion mit 70°,igem Alkohol 
als gangbar, da die hierbei erhaltene leichte Gelbfarbung keinen wesent- 
lichen EinfluB mehr bei der Bestimmung ausiiben konnte. 

Fiir Maismehigliadin (Zein) sind anzugeben: 

fir Tryptophan 0,01 %, 
Tyrosin 5,0 %. 

Auch hier sind wieder die Versuchsergebnisse von Osborne, sowie 
von Tillmans und Alt, die im Zein kein Tryptophan vorfanden, und 
die Tyrosinwerte anderer Autoren bestatigt. 

Die Werte fiir Maismehlglutenin sind: 

fiir Tryptophan 1,16%,, 
» Tyrosin 5.3 %. 

Die Untersuchung des Wasserléslichen und des Salzléslichen 
erfolgte wie bei Roggenmehl. 

Fiir das Wasserlisliche ergaben sich: 

1,40°%, Tryptophan, 
2,04 °%, Tyrosin. 
Fiir das Salzlisliche ergaben sich: 


1,06°,, Tryptophan, 
1,13°%, Tyrosin. 


Gerstenmehl. 

Die Isolierung des Gliadins und Glutenins des reinen Gerstenmehles 
(bezogen von der Firma C. H. Knorr, Heilbronn a. N.) wurde nach 
der Methode Fleurent vorgenommen. Die Untersuchung des wasser- 
und des salzlislichen Proteins erfolgte wie seither. 


Aus Kolorimetrie und Stickstoffbestimmung ergaben sich: 


im Gliadin (Hordein): im wasserléslichen Protein: 
fiir Tryptophan 1,09°%,, fiir Tryptophan 1,54%,,, 
Tyrosin 5,55 %, ». Tyrosin 1,36 %, 

im Glutenin: im salzléslichen Protein: 
fiir Tryptophan 1,27 %,, fiir Tryptophan 1,28 °,, 
. Tyrosin 6,22%, ». Tyrosin 1,60. 
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Neues Verfahren zur Bestimmung von Tryptophan und Tyrosin. 


Hafermehl. 


Im Hafermeh| (fein gestoBener und sorgfaltig gesiebter, geschalter 
Hafer, Firma C. H. Knorr, Heilbronn a. N.) finden sich, im Gegensatz 
zu den anderen Mehlarten, wie auch Osborne, sowie Tillmans und Alt 
festgestellt haben, nur geringe Mengen alkohollésliches Protein. Dagegen 
wurden entgegen ihrem Befunde recht erhebliche Mengen wasserlis- 
liches Protein ausgezogen, was in Anbetracht dessen, daB es sich bei 
unserer Untersuchung um ein nicht aufgeschlossenes Mehl handelt, 
erklarlich ist. 

Als Tryptophan- und Tyrosinwerte in den einzelnen Proteinarten 


des Hafermehles resultierten: 


im Glutenin: im wasserléslichen Protein: 
fiir Tryptophan 1,34°%,, fiir Tryptophan 1,19°,, 
Tyrosin 8,4 %, .. Tyrosin 0,73, 


im salzléslichen Protein: 


fiir Tryptophan 1,23°,. 
Tyrosin 0,75 %. 


Hiilsenfriichte. 

Zur Untersuchung des Tryptophan- und Tyrosingehalts der Globuline 
von Erbsen, Bohnen und Linsen wurden die Samen fein zerstoBen, gesiebt, 
das Protein nach Extraktion mit 10%iger Natriumsulfatlésung durch 
Erhitzen koaguliert und in n/10 Natronlauge suspendiert. 

Die Nitrierung des direkten Salzauszuges ergab merkwiirdigerweise 
nach zweistiindigem Erhitzen tiberhaupt keine Farbung. 

Aus Kolorimetrie und Stickstoffbestimmung in den umgefillten 
Proteinen resultierten: 

im Globulin (Legumin) der Erbsen: 
fiir Tryptophan 1,23°,, 
» Tyrosin 2,15 %, 
im Globulin der Bohnen (Phaseolus) : 
fiir Tryptophan 1,45°,, 
Tyrosin 1,85%,, 
im Globulin der Linsen: 
fiir Tryptophan 1,45°,, 
Tyrosin 1,93 %. 

Zur allgemeinen Ubersicht stellen wir die mit Hilfe des neuen 
Verfahrens gefundenen Tryptophan- bzw. Tyrosinwerte in den ver- 
schiedenen Proteinarten mit einigen Vergleichsdaten in einer Tabelle 


zusammen. 
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Art des Nahrungsmittels 
bzw. des Proteins 


Hithnere ie 
Das WeiBe 
Eidotter . ; 
Blutalbumin . 
Kuhmilch: 
Albumin+ Molkeneiwei 
Albumin + Globulin . 
Molkeneiwei8 
Ziegenmilch : 
Albumin + Molkeneiwei8 
Albumin + Globulin . 
MolkeneiweiB 
Frauenmilch : 
Albumin + Molkeneiweib 
Albumin + Globulin . 
Molkeneiwei8 
Fleisch : 
Ochsenfleisch . 
Schweinefleisch . 
Kalbfleisch . 
Pferdefleisch . 
Weizenmehl : 
Gliadin 
Gluatenin . ~ 2a a 
Wasserlosliches Protein 
Salzlésliches Protein . 
Roggenmehl : 
Gliadin , 
Glutenin . Ts: ae 
Wasserldsliches Protein 
Salzlosliches Protein . 
Maismehl : 
Zein : 
Glutenin . ee ae 
Wasserlésliches Protein 
Salzlésliches Protein 
Gerstenmehl : 
Hordein . 
Glutenin . seek Sa he 
Wasserlésliches Protein 
Salzlésliches Protein 
Hafermehl : 
Gliadin 
Sn, {20% »f din 
Wasserlisliches Protein 
Salzlésliches Protein 


Hiilsenfriichte : 
Erbsen (Globulin) 
Bohnen (Globulin) 
Linsen (Globulin) 


Tryptophan in °/, 


stiles = 
S555 sys 
Ets) 8> $225 
eit g8 <*53 
~ = 
1,26 1,24 18 
215 1,30 1,7 
2,04 2.6 
1,73 - 
2.09 
2.17 
— 17 — 
2.06 
2.07 -= 
2.80 
206|;—| — 
2,07 | — 
144143 — 
1,75 (1.80; — 
1.66 1,70, — 
1,30 1,40) — 
0.82 0.84 — 
1,55 1.555 — 
154 160 — 
2,58 2,50 


1,63 1,60 — 
1,21 1,00) — 
0 0 — 
1,16 1,08) - 
1.40 1,30 — 
1,06 1 - 
1,09 1,0 1,3—1,4 
1,27 |1.21)  — 
154140 — 
1,28 1,30; — 
1,34 1,31) — 
139 {;—| — 
1,23 1,10) — 
1,225 1,10 1,3-1,4 
1,45 143 15 
1.45 1,35 1,8 
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VI. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Das neue kolorimetrisch-azidimetrische Verfahren beruht auf 
der Xanthoproteinreaktion, die als spezifisch fir nur Tyrosin und 
Tryptophan schon langere Zeit bekannt und von verschiedener Seite 
bestatigt ist. 

Die Reaktion erfaBt das zu bestimmende Tyrosin und Tryptophan 
direkt im EiweiBverband. Es ist somit keine Hydrolyse erforderlich. 

Es zeigen sich interessante Beziehungen der Xanthoprotein- 
reaktion zur Azidimetrie. Die auf die azidimetrische Titration zweier 
Acidolyte nebeneinander bezogenen Gedankenginge kénnen zum Teil 
in Anwendung gebracht werden. Als Standardlésung fiir den kolori- 
metrischen Vergleich dient eine alkalische m-Nitrophenollésung. 

2. Die Untersuchung der Milcharten ergibt fiir Albumin - Globulin 
aus der Frauenmilch, Kuhmilch und Ziegenmilch keinen Unterschied —, 
dagegen weist das Molkenprotein der Frauenmilch dem der anderen 
Milcharten gegeniiber einen erheblich héheren Tryptophanwert auf. 

Der Tyrosingehalt von Albumin + Globulin und Molkenprotein 
der Frauenmilch ist wesentlich niedriger als der bei den gleichen Protein- 
arten der Kuhmilch und Ziegenmilch. 

3. Die Myosine der wichtigsten Fleischarten zeigen in ihrem 
Tyrosin- und Tryptophangehalt keine wesentlichen Unterschiede. 

4. Die Untersuchung der Mehlarten bestatigt den von Tillmans 
und Alt gefundenen hohen Tryptophanwert des salzlislichen Proteins 
des Weizenmehles ebenso wie das von vielen Autoren festgestellte 
Fehlen des Tryptophankomplexes beim Zein des Maismehles. 

Der Unterschied des Tryptophan- und Tyrosingehalts der Roggen- 
proteine von denen der Weizenproteine ist so grof, dab man. diese 
Kérper nicht als identisch bezeichnen kann. 

5. Die Untersuchung der Globuline der Hiilsenfriichte ergibt fir 
Tyrosin und Tryptophan nahe aneinanderliegende Werte (1 bis 2°). 

6. In bezug auf den Gehalt an Tyrosin in den Proteinarten der 
wichtigsten Nahrungsmittel kénnen zusammenfassend folgende be- 
merkenswerte Unterschiede festgestellt werden: 

Die untersuchten, im allgemeinen als Albumine bezeichneten, 
wasserlislichen Proteine, mit Ausnahme des Eiereiweibes und des 
Blutalbumins, haben einen niedrigen Tyrosingehalt (0,7 bis 2°,). 

Bei Eiereiwei8 und Blutalbumin betrigt der Tyrosingehalt 
4 bis 5%. 

Die untersuchten tierischen und pflanzlichen  salzléslichen 
Proteine haben niedrigen Tyrosingehalt (0,7 bis 2°). 

Die wichtigsten Getreideproteine (Gliadine und Glutenine) haben 
hohen Tyrosingehalt (5 bis 8°,). 








Beitrige zur Biochemie der Avitaminosen. 


Nr. 8. 
Uber den EinfluG der Avitaminose normaler und thyreoidektomierter Kanin- 
chen auf die Stickstoff-, Kreatinin- und Kreatinausscheidung und auf den 
Blutzucker. 


(Ein Beitrag zur Frage iiber den Zusammenhang zwischen Inkretion und 
Vitaminen.) 


Von 
Alexander Palladin, A. Utewski und D. Ferdmann. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut, Charkow.) 
(Eingegangen am 10. Mai 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Verschiedene Autoren sprachen wiederholt die Vermutung von 
der physiologischen Verwandtschaft der Vitamine und Hormone aus. 
Indem sie bei Avitaminosen auf das Vorhandensein von Funktions- 
stérungen dieser oder jener Driise mit innerer Sekretion hinwiesen, 
wollten manche von ihnen auch die fiir die Avitaminosen charakteristi- 
schen Abweichungen vom normalen Verlauf der Stoffwechselprozesse 
mit diesen Stérungen in Verbindung setzen. 


So konnte man beispielsweise auf Grund der Untersuchungen von 
Mc Carisson, La Mer und Campbel, die bei avitaminésen (skorbutkranken) 
Tieren eine betraéchtliche Gewichtszunahme der Nebennieren fanden, an 
eine Disfunktion der Nebennieren denken. Auf eine ebensolche Funktions- 
stérung weisen ferner die Untersuchungen von Verzdr und Peter (1) hin, 
welche bei Abwesenheit von Vitamin B in der Nahrung eine ansehnliche 
Gewichtszunahme der Rindenschicht der Nebennieren feststellen konnten. 


Eine andere endokrine Driise, deren Rolle bei den Erscheinungen von 
Avitaminosen ebenfalls wiederholt diskutiert wurde, ist die Schilddriise. 
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In der letzten Zeit beschaftigten sich Verzdr und seine Mitarbeiter 
mit der Erforschung der Schilddriisenfunktion bei der B-Avitaminose. 
Von der Tatsache ausgehend, daB eine Reihe von bei Avitaminosen zu 
beobachtenden Erscheinungen, wie Abfall der Kérpertemperatur und der 
Warmeproduktion unter Herabsetzung des Grundstoffwechsels, fiir die 
Schilddriisenhypofunktion charakteristisch sind, stellten diese Forscher 
Untersuchungen an, die das Ziel hatten, festzustellen, ob bei Avitaminosen 
tatséchlich die Schilddriisenfunktion geschwaécht ist. Und da fanden 
Verzdr und Vasdrhelyi (2), daB der Sauerstoffverbrauch iiberlebender 
isolierter Muskeln polyneuritischer Tauben unter dem Einflu8 von Thyreo- 
idin in viel geringerem AusmaB8 sich erhéht als der Sauerstoffverbrauch 
von Muskeln normaler Tauben. Weiter fanden sie, da®B der Sauerstoff- 
verbrauch von itiberlebenden Taubenmuskeln und der Zuckerverbrauch 
von iiberlebenden Kaninchenherzen durch Extrakte von Schilddriisen 
polyneuritischer Tauben nicht stimuliert wird, wohl aber durch Schild- 
driisenextrakte normaler Tauben. Zih (3) stellte fest, daB Schilddriisen- 
praparate den Gasstoffwechsel polyneuritischer Tauben viel starker er- 
héhen als den normaler. Und vor nicht langem fand Arvay (4), daB bei 
B-Avitaminose die spezifisch dynamische Wirkung der Nahrstoffe herab- 
gesetzt ist. Alle diese Tatsachen erklart Verzdr damit, daB beim Fehlen 
von Vitaminen B in der Nahrung die sekretorische Tatigkeit der Schild- 
driise herabgesetzt ist; diese Herabsetzung der Sekretion der Thyreoidea 
hat nun die beschriebenen Erscheinungen zur Folge. 

DaB bei Avitaminosen die Funktion der endokrinen Driisen gestért 
sein kann, daB insbesondere die Schilddriisenfunktion Verainderungen 
zeigen kann, dies steht auBer Zweifel. Ob dies aber die Ursache jener 
Stoffwechselstérungen ist, die fiir verschiedene Avitaminosenformen 
charakteristisch sind (d. h. ob sie die sekundare Folge einer Schwachung 
der Schilddriiseninkretion sind, die also eine unmittelbare Folge der 
Avitaminose ist) und die z. B. in unserem Institut festgestellt wurden, 
das ist noch eine groBe Frage. 

Um hieriiber Aufklarung zu verschaffen, stellten wir die im folgenden 
beschriebenen Untersuchungen an. Wir stellten uns das Ziel, zu zeigen, 
wie die Thyreoidektomie bei Kaninchen auf die fiir ihre Avitaminose 
charakteristischen Stérungen im Kohlehydrat-, Stickstoff- und vor 
allem im Kreatinstoffwechsel einwirkt. Zu diesem Zwecke unter- 
suchten wir diese Stérungen einerseits an avitaminésen normalen 
(d.h. nicht thyreoidektomierten) Kaninchen und andererseits an 
avitaminésen thyreoidektomierten Kaninchen. Wenn das fiir die 
Avitaminose charakteristische Bild der Stoffwechselstérungen durch 
die Funktionsstérung der Schilddriise verursacht war, so muBte die 
Avitaminose bei den thyreoidektomierten Tieren ein anderes Bild 
der Stoffwechselstérungen geben. Oder wir konnten ein fiir die Avita- 
minose allgemein charakteristisches Bild bekommen, das durch die 
iiberhaupt bei Athyreose zu beobachtenden Erscheinungen erganzt war. 


Als Versuchstiere dienten uns erwachsene Kaninchen von 2 bis 3 kg 
Gewicht. 
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Die Versuche wurden an drei Gruppen von Tieren vorgenommen. 
Die erste Gruppe bildeten avitaminése, aber nicht operierte Kaninchen. 
Sie sollten uns das Bild der Stoffwechselstérung liefern, das fiir die voll- 
kommene Avitaminose (d.h. Avitaminose, welche mittels der aller Vita- 
mine A, B und C entbehrenden Nahrung hervorgerufen war) charak- 
teristisch war. Die zweite Gruppe bildeten Kaninchen, welche gewéhnliches 
Futter erhielten, aber thyreoidektomiert worden waren. In der dritten 
Gruppe befanden sich endlich Tiere, denen zuerst die Schilddriise entfernt 
wurde und welche einige Zeit nach der Operation vitaminfreie Nahrung 
erhielten. Bei allen Tieren wurde die Ausscheidung des gesamten Stick- 
stoffs und von Kreatinin und Kreatin im Harn und der Zuckergehalt des 
Blutes bestimmt. Diese Bestimmungen wurden nicht bloB nach der 
Thyreoidektomie oder nach dem Ubergang auf vitaminfreie Nahrung vor- 
genommen, sondern auch vorher, als sich die Tiere in normalen Lebens- 
bedingungen befanden. 

Die Thyreoidektomie iiberstanden die Tiere vorziiglich, hatten wenige 
Stunden nach der Operation wiederum frisches Aussehen und fraBen mit 
Appetit. 

Wahrend des Versuchs befanden sich die Tiere in den gewéhnlichen 
Kafigen fiir Stoffwechselversuche. Der Harn wurde zur Analyse einmal 
im Verlauf von 2 Tagen gesammelt und mit Sublimat konserviert. Sein 
Gesamtstickstoffgehalt wurde nach der Methode von Folin und Farmer 
mit der Modifikation von Gulick (5), das Kreatinin und Kreatin nach 
Folin und Morris (6) bestimmt. Die Blutzuckerbestimmung erfolgte nach 
Bang (nach der neuen Modifikation). 


Bei den Versuchen mit der Avitaminose verlieren die Tiere sehr 
oft rasch den Appetit, beginnen wenig zu fressen, und dann tritt zur 
Avitaminose zuerst Unterernihrung und hernach kann schlieBlich der 
Vitaminhunger in vollkommenen Hunger tibergehen. Natiirlich wird 
dadurch das fiir die Avitaminose charakteristische Bild der Stoff- 
wechselstérung verdunkelt, denn zu den Erscheinungen, die durch 
das Fehlen bloB des einen oder anderen Vitamins hervorgerufen sind, 
treten solche hinzu, die ikren Grund in der Unterernaihrung und im 
Hunger haben. 


Bevor wir zur Hauptaufgabe unserer Versuche schritten, bemiihten 
wir uns daher, eine derartige Versuchsanordnung ausfindig zu machen, 
die den Verlust des Appetits und das Auftreten des Hungers hintan- 
hielte und es erméglichte, es bloB mit dem Fehlen der Vitamine in der 
ihrer Menge nach ausreichenden Nahrung zu tun zu haben, und die 
eben fiir diese Form einer unzulinglichen Nahrung charakteristischen 
Stoffwechselstérungen festzustellen. 


Nach einer Reihe von Vorversuchen fanden wir eine, wie uns 
scheint, unseren Anforderungen vollkommen entsprechende Versuchs- 
anordnung. Wir unterzogen, wie bereits gesagt, die Kaninchen einer 
vollkommenen Vitaminentziehung. Wir muBten sie zu diesem Zwecke 
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mit Hafer und Riiben fiittern, die im Autoklav bei 140° erhitzt' worden 
waren. Wenn nun die Kaninchen auf die Dauer des ganzen Versuchs 
mit Hafer und Riiben ernahrt werden, so verlieren sie bald den Appetit, 
beginnen wenig zu fressen und verweigern oft tiberhaupt die Aufnahme 
des Hafers. 


Das gleiche tritt auf, wenn man die Kaninchen mit Reis und Riiben 
fiittert. Ein vollkommen anderes Bild erhalt man aber, wenn man im 
Verlauf des Versuchs mehrere Male das eine Futtermittel durch das 
andere ersetzt; in diesem Falle werden bis zum Ende des Versuchs 
die normalen Futtermengen aufgenommen. In diesem Sinne verfuhren 
wir daher; beim ersten Anzeichen einer Verminderung des Appetits 
wechselten wir sofort die eine Art der Fiitterung (z. B. Hafer und 
Riiben) mit der anderen (Reis und Riiben) ; wenn bei letzterer Fiitterung 
der Appetit abnahm, gingen wir wieder zur ersteren tiber, usw. Als 
Resultat blieb die Nahrungsaufnahme im Verlauf des ganzen Versuchs 
(der ganzen Avitaminose) normal; gegen das Ende der Avitaminose 
fraBen die Kaninchen im Mittel die gleichen Mengen an Kérnerfutter 
und Riiben (pro Kilogramm Kérpergewicht) wie zu Beginn derselben. 
Unterernahrung trat nicht auf, und wir kénnen annehmen, da® das 
von uns beobachtete Bild der Stoffwechselstérung/ blo’ vom Fehlen 
der Vitamine des Futters, nicht aber von einer quantitativen Mangel- 
haftigkeit desselben abhing. 


Das gleiche bestétigten unsere Versuche mit der Avitaminose der 
nicht thyreoidektomierten Tiere, denn sie gaben uns ein etwas anderes 
Bild hinsichtlich der Stickstoff- und Kreatinausscheidung, als dies in den 
Versuchen von Kudrjawzewa beobachtet wurde, bei denen, wie wir dies 
jetzt behaupten kénnen, zur Avitaminose sich Unterernéhrung hinzugesellte. 


1. Versuche an avitaminésen unoperierten Kaninchen. 


In der Tabelle I ist das Protokoll eines Versuchs aus der Versuchs- 
reihe von Avitaminose unoperierter Kaninchen wiedergegeben. Die 
Tiere lebten bei vitaminfreiem Futter ziemlich lange, bis zu 2 Monaten. 
Die Ausscheidung des Gesamtstickstoffs nahm mit dem Ubergang zu 
vitaminfreier Kost entweder anfangs leicht ab, um sich hernach wieder 


1 Der Hafer wurde im Autoklav im Veriauf von 3 Stunden bei 140° 
erhitzt, die Riiben 11% Stunden lang; der Reis wurde | bis 1% Stunden 
lang erwarmt, worauf er mehrere Minuten in Wasser gekocht wurde, um 
die Kérner weicher und fiir die Kaninchen genieBbarer zu machen. Die 
Kaninchen bloB mit Hafer oder Reis zu fiittern, wie dies Kudrjawzewa (7) 
tat, hielten wir fiir nicht zweckmaéBig, denn in diesem Falle hatte die Minder- 
wertigkeit des ReiseiweiBes und die nicht ganzlich befriedigende mineralische 
Zusammensetzung des Futters beriicksichtigt werden miissen. 


27° 
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Tabelle I. 
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Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 





— Gesamt-N , Kreatinin Senstinte, 
Datum  Keninchens & pd pana 3 —. ™ =— Koeffizient 
gewicht Gesamt-N 
s | ms mg mg bd 
9. IT.) 8550 335 60 — 5,07 8,5 
11. I.) 3540 665 157 - 6,66 22,0 
13. I. 3550 704 165 — 6,53 23,0 
pro 24 Stunden 284 63 6,09 17,8 
15. II.|| 3550 880 213 -- 6,82 30,0 
17. II.|| 3530 125 36 3,2 8,80 5.5 
19. Il.|) 3550 —_ | = -- — —_ 
pro 24 Stunden 167 41 781 118 
21. I. 3500 510 165 18,0 10,20 26,0 
23. I. 3500 559 165 _ 8,54 23,5 
25. II. 3500 os — _ as on 
pro 24 Stunden 176 +» 9.37 16.5 
27. U.| 3480 718 249 — 9,70 35,0 
1.111. 3400 525 144 — 8,00 21,0 
3.10. 3400 490 135 8,6 8,30 20,5 
pro 24 Stunden 288 88 8,66 255 
5.1. 3350 481 150 — 9,35 22,5 
7.111. 8300 562 150 _ 8,18 20,5 
9.111. 3300 488 165 — | 10,20 25,0 
pro 24 Stunden 255 77 9,24 22.6 
11.111. | 3380 — _ -- a -- 
13.1. 3400 525 138 — 7,60 20,0 
15.M. 3400 700 | «165 | — 686 | 240 
pro 24 Stunden 204 50 7,23 146 
17.111. || 3250 384 123 — 9,89 19,0 
19.111.) 3205 200 75 - 11,70 11,7 
21.10. 3200 917 249 — 8,48 38,9 
pro 24 Stunden 250 74 10,02 23,20 
23.111. || 2950 848 | 135 — 5,38 22,85 
25.11I.|| 2900 750 | 108 | 249, 6,12 22,95 
27.11. 1077 | «150 | 854; 840 | 45,50 
pro 24 Stunden 445 65 27,5 6,63 30.4 
29.111; 2570 1105 114. 84,4 6,90 | 385 
31.111.| 2500 884 87 67,2 6,90 30,8 
2.VI.|| 2500 | 909 | 90 | 40,0 5,70 | 26,0 — 
pro 24 Stunden 483 48 | 31,9 6,50 31,7 


Futter 


Hafer u. Riiben 


Autoklavisiert. 
Reis u. Riben 


Dasselbe 


Dasselbe 


Autoklavisiert. 
Hafer u. Riben 


Dasselbe 


Dasselbe 


Dasselbe 


Dasselbe 


Avitaminose 
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fast bis zur Norm zu erheben, oder verlief im Verlauf der ganzen Avita- 
minose innerhalb der normalen Grenzen und nur leichte Schwankungen 
nach dieser oder jener Seite hin zeigend; bloB 1'/, Wochen vor dem 
Tode stieg die Menge des ausgeschiedenen Stickstcffs bei dem avita- 
minésen Tiere jah an und erreichte betriachtliche AusmaBe (doppelt 
so groB als in der Norm). Auf diese Weise zeigte bei einer derartigen 
Versuchsanordnung, bei der Hunger ausgeschlossen war und die Tiere 
wihrend des ganzes Verlaufs der Avitaminose eine ausreichende, der 
Norm nahestehende Futtermenge zu sich nahmen, die Avitaminose 
keinen stirkeren EinfluB auf die Ausscheidung des Gesamistickstof{s, die 
bloB in den letzten 1'/, bis 2 Wochen der Avitaminose stark anstieg. 


Auch in der Kreatininausscheidung konnten wir keine irgendwelche 
RegelmaBigkeiten feststellen; sie verlief in den verschiedenen Ver- 
suchen unter gréBeren oder geringeren Schwankungen, wich aber im 
aligemeinen nicht besonders von der Norm ab. 


Ein interessantes Bild zeigte die Kreatinausscheidung. In Analogie 
mit dem experimentellen Skorbut der Meerschweinchen erwarteten 
wir auch hier das Auftreten von Kreatin im Harn nach dem Ubergang 
der Kaninchen auf vitaminfreies Futter. Unsere Erwartung bewahr- 
heitete sich aber nicht. Jn der Regel begann in unseren Versuchen die 
Kreatinurie erst 11, Wochen vor dem Ende der Avitaminose aufzutreten, 
worauf deshalb auch der Kreatininkoeffizient betrachtlich anstieg. Die 
ganze iibrige Zeit der Avitaminose war aber der Harn kreatinfrei. 
BloB ein- oder zweimal konnte Kreatin sich wahrend dieser Zeit im 
Harn zeigen, sein Auftreten fiel aber jedesmal mit dem Verlust des 
Appetits zusammen und verschwand unmittelbar nach der Anderung 
des Futters. Sein Erscheinen war also in diesen Fallen mit der be- 
ginnenden Unterernahrung in Zusammenhang zu bringen und wies 
auf die Notwendigkeit einer Anderung im Futter hin. 


Es 148t sich daraus der SchluB ziehen, daB die von Kudrjawzewa in 
ihren Versuchen an Kaninchen festgestellte Kreatinurie dadurch hervor- 
gerufen worden war, daB in ihren Versuchen die Kaninchen hungerten; 
in ihren Versuchen mit Reisfiitterung spielte auch die Minder wertigkeit 
des ReiseiweiBes eine Rolle. 


2. Versuche an thyreoidektomierten, normal ernihrten Kaninchen. 


Bevor wir zu den Versuchen iiber die Avitaminose der thyreoidekto- 
mierten Kaninchen iibergehen, betrachten wir den Einflub, den die 
operative Schilddriisenentfernung unter der Bedingung normaler 
Fiitterung auf die Ausscheidung von Stickstoff, Kreatin und Kreatinin 
an sich ausiibt. Die Protokolle von zwei hierher gehérigen Versuchen 
bringen wir in den Tabellen IT und II. 
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Tabelle Il. 


Thyreoidektomiertes Kaninchen. 





Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 


Gewicht Gesamt-N_ Kreatinin 





Detum | keninchons| (fro St | Krew, | Kress | +KrmetineN | eSeasiont| Putter 
gewicht Gesamt-N 
~ mg mg mg “10 

20. X.|| 3180 | 400 123 — 9,5 19,00 | Hafer u. Riiben 
22. X.|| 3050 1021 164 5,2 26,85 
a a 8200 | 625 99 _ 4,9 15,50 
24. X.|| Thyreoidektomie 

pro 24 Stunden 341 64,3 — 6,5 20,45 
26. X.|| 3250 379 72 — 15,3 29,00 Dasselbe 
28. X.|| 3180 714 165 - 7,2 25,95 
30. X.|| 3320 442 114 _— 7,7 _ 17,15 

pro 24 Stunden | 2558 58,5 10,1 24.08 

1. XI.) 3460 602 123 — 5,8 17,50 Dasselbe 
3. XI.|) 3400 619 120 — 5,7 17,65 

5. XI.) 3400 514 132 — 7,5 19,4 

pro 24 Stunden | 289,1 62,5 63 18,18 

7.XI.| 3420 | 562 114 -- 5,8 16,50 Dasselbe 
9. XI. 3350 | 400 150 - 11,1 22,20 
11. XI. 3250 || 349 111 — 9,7 17,00 

pro 24 Stunden | 2185 62,5 8,8 18,56 


Das Gewicht der Tiere nimmt nach der Operation nicht ab, sondern 
im Gegenteil sogar zu. Die Gesamtstickstoffausscheidung ist, wie zu er- 
warten war, nach der Operation vermindert. Pro Kilogramm Kérper- 
gewicht kamen durchschnittlich pro Tag bei dem Kaninchen der Tabelle I 
vor der Operation 341 mg, bei dem Kaninchen der Tabelle ITI 330,3 mg zur 
Ausscheidung. Nach der Operation sinken diese Zahlen auf 218,5 mg beim 
ersten und auf 229 mg beim zweiten Kaninchen. Die Kreatininausscheidung 
war nach der Thyreoidektomie wenig verindert; man kann von einer 
geringfiigigen Tendenz zu einer Verminderung der taéglichen Kreatinmenge 
in der ersten bis zweiten Woche nach der Operation reden; weiterhin 
kehrt aber der Kreatiningehalt zur Norm zuriick. Wenn aber der 
Stickstoff des Kreatinins in Prozenten des Gesamtstickstoffs aus- 
gedriickt wird, so zeigt es sich, da8 nach der Operation ein gréBerer 
Teil des Gesamtstickstoffs in Form von Kreatinin ausgeschieden wird, als 
vor der Operation. Kreatin fehlt im Harn thyreoidektomierter Tiere 
iiberhaupt. Auf den Kreatininkoeffizienten zeigt die Thyreoidektomie 
keinen bestimmten EinfluB. 


Im Gefolge der Thyreoidektomie beobachteten wir also bei unseren 
Kaninchen charakteristische, langst bekannte Folgeerscheinungen der 
Athyreoseverminderung der Gesamtstickstoffausscheidung durch den 
Harn. 
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Tabelle I11. 


Thyreoidektomiertes Kaninchen. 





Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 





ry — Gesamt-N) : Kreatinin Keectinio 
Datum  Kaninchens ‘epee a, atte — Koeffizient Putter 
gewicht Gesamt-N 
g my mg mg 0 
20. X 2400 489 87 — 7,36 18,0 Hafer u. Riiben 
, a # 2250 717 122 — 7.5 27.0 
24. X. 2300 776 114 — 6,3 24.5 
24. X. Thyreoidektomie 
pro 24 Stunden 330.3 53,8 74 23.1 
26. X. 2350 591 93 --- 6.6 19,5 Dasselbe 
. oes 2400 578 87 _ 6,2 18,0 
30. X. 2320 18 120 _ 7,2 25.8 
pro 24 Stunden 314.5 500 66 211 
1. XI. 2420 469 75 - 6.6 15,5 Dasselbe 
3. XI. 2500 714 87 — 48 17,4 
5. XL. 2600 456 99 — 7,8 18,0 
pro 24 Stunden 273.1 43.5 64 16.9 
7. XI. 2670 468 99 — 7,9 18,5 Dasselbe 
9. XI. 2620 465 108 — 8.8 20,5 
11. XI. 2700 440 | 108 — 9.0 20,0 
pro 24 Stunden 2288 52.5 85 19.6 
13. XI. 2705 421 108 — 9.5 20,0 Dasselbe 
15. XI. 2700 423 114 -= 99 21,0 
17. XL. 2690 544 123 _~ 8,3 22.7 
pro 24 Stunden 2313 575 92 213 


3. Versuche an avitaminésen thyreoidektomierten Kaninchen. 


Gehen wir nun zu unseren Versuchen mit der Avitaminose thyreoid- 
ektomierter Kaninchen iiber. In den Tabellen IV bis VII bringen wir 
die Protokolle von vier hierher gehérigen Versuchen; in den Tabellen IV 
und V bringen wir die Protokolle in voller Linge, bis zum Ende der 
Avitaminose (bis zum Tode des Tieres), in den Tabellen VI und VII 
bloB die ersten 3 bis 4 Wochen der Avitaminose. Wie aus ihnen zu 
ersehen ist, nimmt nach der Uberfiihrung der Tiere auf vitaminfreies 
Futter die Ausscheidung des Gesamtstickstoffs im Harn (pro Kilo- 
gramm Kérpergewicht berechnet) gewohnlich ab; bei einigen Kaninchen 
(s. z. B. die Tabelle [V) war dieser Abfall betrachtlicher und anhaltender 
als bei der Avitaminose normaler (nicht operierter) Kaninchen. Eine 
pramortale Steigerung der Stickstoffausscheidung, die, wie zu sehen, 
bei avitaminésen, nicht operierten Kaninchen zur Beobachtung kommt, 
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Tabelle IV. Thyreoidektomiertes Kaninchen. 








Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 








Coen Gesamt-N : 4 Kreatinin ate, 
Datum Resteuees con Pa me a i eee Koetfizient 
gewicht Gesamt-N 
g mg mg mg Fo 
14. IL. 8000 1041 150 — 48 25,0 
Ca 2950 542 93 - 5,1 15,5 
18. I. 3060 531 93 os 5.6 15,0 
pro 24 Stunden 352.3 56.1 51 18.5 
20. I. 3100 288 87 - 8.6 12.5 
ee? 3300 940 108 — 3.5 16.5 
24. I. 3150 294 99 - 10,0 15,5 
pro 24 Stunden 2586 49 73 14.8 
26. I. 3000 521 123 — 7.8 20,5 
28. I. 3900 209 60 — 10,0 10,0 
8. L 3100 403 61 18,8 5,0 i111 
pro 24 Stunden 187 40.6 7.6 13,8 
ae 2850 548 150 14 10.4 28,5 
3. Il.) 2840 381 82 — 7.6 14,5 
5. I. 2850 300 99 — | 15 17,3 
pro 24 Stunden 2048 55,1 9.8 20,1 
> a 2850 315 106 — 11,2 18,7 
9. II. 2855 363 95 _ 9.0 16,5 
11. I.) 2850 | 306 | 8 | — 9.6 14,7 
pro 24 Stunden 164 47,5 9.9 16.6 
13. IL 2900 310 90 == 10,0 15,5 
15. II. 2900 406 89 —_ 7.5 15,3 
27... EL 2870 _ 810 93 — 10,4 16,2 
pro 24 Stunden 171 453 93 156 
19. Il. 2800 300 91 — 10,8 16,2 
ee 2850 299 106 — : 12,4 18,5 
23. II. 2850 301 99 — 11,5 17,3 
pro 24 Stunden 150 49.3 11,5 17, 
25. IL. 2850 450 47 _ 7,4 16.6 
27. IL. 2820 369 48 — 8.9 16,5 
1.1. 2830 _ | 225 54 _ 8.4 | OS | 
pro 24 Stunden 174 248 | 8,2 142 
8. ITI. 2780 231 56 — 8,7 10,0 
5. IIL. 2780 7 60 — 9,4 10,7 
7. Iil.|| 2750 226 51 5 _ 10,6 12,0 
pro 24 Stunden 1188 | 27,88 9,6 10.9 
9. Il. 2750 371 9 | — 8.8 16,5 
11. II. 2700 409 96 30 8,8 23,0 
13. TI. 2700 350 71 +#=| 8&8 7,4 28,0 


pro 24 Stunden 1868 4283 8,3 22.5 


Futter 


Hafer u. Riiben 


Dasselbe 


Autoklav. 
Hafer u. 
Raben 


Dasselbe 


Dasselbe 


Dasselbe 


Dasselbe 
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Dasselhe 


Dasselbe 


Avitaminose 
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Tabelle V. Thyreoidektomiertes Kaninchen. 
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Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 





er a Gesamt-N . Kreatinin a 
Datum Kaninchens ad Pama —— ’ 7 —ae Koetfizient 
gewicht Gesamt-N 
x mg mg mg %/o 
14. L. 3100 1008 165 ~- 5,2 26,5 
mo  ¢ 3100 532 83 — 5,1 13,5 
i? 3100 540 84 — 5,0 13,0 
pro 24 Stunden 346 » 51 17.6 
-— & 3200 252 69 _ 8.3 10.5 
22. I. 3270 848 42 — 3,0 6.5 
24. I. 8250 480 123 o> 7,1 19,0 
pro 24 Stunden 180 39 61 12.0 
- - 3250 350 93 — 8.0 14,0 
- Ss 8110 249 45 - 58 7,0 
30. I. 8100 474 99 — 6.5 15,5 
pro 24 Stunden 177 39 67 12.1 
ca 8100 893 186 — 6,7 80,0 
8. IL 2880 i was ' ‘etn rad 
5. IL. 2900 748 99 42 6.4 24.0 
pro 24 Stunden 273 47 65 18,0 
x 2900 690 114 36.96 7,5 26,0 
9. II. 2905 860 186 — 7,4 32,0 
a, Sa 2880 394 102 —— 88 17.5 
pro 24 Stunden B24 67 79 25,1 
13. IL. 2850 221 82 -- 13 14,4 
15. Il. 2880 205 78 a 13,3 13,7 
17. Il. 2900 242 os | 12,7 i 15,4 
pro 24 Stunden 111 41 13,0 14,5 
19. I. 2900 275 81 — 9.8 13,5 
21. il. 2850 392 79 — 8.6 13,0 
23. II. 2850 300 S9 _ 10,4 15.6 
pro 24 Stunden 146 41 9,6 14,0 
25. U1. 2800 339 74 - 7,6 13,9 
27. Ii. 2830 341 76 — 7,6 13,4 
1. LL. 2800 400 91 — 8,1 16,2 
pro 24 Stunden 180 40 78 14.2 
8. ITT. 2780 412 95 — 8,2 16.9 
5. IIL. 2600 297 52 -- 6,2 9,3 
7. 101. 2450 304 56 - 6.9 _ 105 
pro 24 Stunden 169 33 71 12,2 
9, ITI. 2400 326 180 -- 23,3 88,0 
11. II. 2300 728 78 Ss 5,2 19,9 
13. IIT. 2390 1271 159 115 9.0 57.5 
pro 24 Stunden 387 71 31 12.5 38.0 


Futter 


Hafer u. Riben 


Dasselbe 


Autoklav. 
Hafer u. 
Riben 


Dasselbe 


Dasselbe 


Autoklavy. 
Reis u. 
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Dasselbe 


Dasselbe 


Avitaminose 
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Tabelle VI. 


Thyreoidektomiertes Kaninchen. 





Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 








Gewicht Gesamt-N Kreatinin 


d » , , : K tinins > 
Datum |'Keninchene| Rinne, | eien | nny | TMagetiON ccetisient —-~Putter 
gewicht Gesamt-«N 
x mg mg mg %9 

16. IV. 2250 740 99 -- 5,90 22 Hafer u. Riiben 
18. IV. 2430 700 100 - 5,86 20.5 
20. IV. 2450 = 605 93 —_ 6,38 19,3 

pro 24 Stunden 340 48 644 20.6 
22. IV. 2430 638 99 a 6,27 20,0 Autoklavisiert. 
24. IV. 2430 488 79 _ 717 16,5 Hafer u. Riiben 
26. IV. 2425 649 93 oa 5,90 19,0 

pro 24 Stunden 24 45 644 18,5 
28.1V. 2430 571 84 a 5,90 17,0 Dasselbe 
30. IV. 2400 760 87 15 5,50 21,0 

2 2350 590 | 87 - 6,27 185 A -~ 

pro 24 Stunden 320 48 5,89 18,8 

*e 8 2400 520 78 12 7,07 18,5 Autoklavisiert. 
6. V. 2405 870 75 12 9,73 18,0 Reis u. Raben 
8. V.; 2300 572 93 — 6,80 19.5 

pro 24 Stunden 243 41 7,80 18.6 
10. V. 2320 300 38 — 5,43 8,1 Dasselbe 
re. .W.. 2300 394 48 — 5,29 10,4 
mM ¥. 2300 347 60 — 751 | 13,0 - 

pro 24 Stunden 173 24 6,07 105 


war bei den avitaminésen thyreoidektomierten Kaninchen ihrer Dauer 
und Starke nach viel geringer ausgepragt. Einen prinzipiellen Unter- 
schied im EinfluB der Avitaminose auf die Gesamtstickstoffausscheidung 
operierter und nicht operierter Tiere konnten wir aber dennoch nicht 
feststellen. 

Auch in der Kreatininausscheidung konnten wir keine gesetz- 
maBigen Veranderungen konstatieren. Wenn wir aber den Kreatinin- 
stickstoff in Prozenten des Gesamtstickstoffs ausdriicken, so finden 
wir, daB bei den thyreoidektomierten Kaninchen, ebenso wie bei den 
nicht operierten, bei Avitaminose gewohnlich ein gréBerer Prozentsatz 
des Gesamtstickstoffs in Form von Kreatininstickstoff zur Ausscheidung 
kommt als bei nicht avitaminésen, normal genahrten Tieren. 

GréBere Unterschiede beobachteten wir in der Kreatinausscheidung. 
Kreatin zeigte sich im Harn bloB in den letzten 2 bis 4 Tagen vor dem 
Tode der Tiere, wahrend es bei den nicht operierten Tieren gew6hnlich 
im Laufe der letzten 1'/, Wochen ausgeschieden wurde. 
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Tabelle VII. 
Thyreoidektomiertes Kaninchen. 





Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 


Gewicht Gesamt-N Kreatinin. 


des , ‘reas {reas | +K «N. Kreatinin- : 
Datum ae os Roepae a. — oa N Koeffizient Futter 
gewicht Gesamt-N 
£ my my mg . 

16. IV. 8200 710 150 — 6,62 23.5 Hafer u. Riiben 
18. IV. 3230 7038 150 a 6.54 23.0 
20. IV. 3230 645 150 -- 7,10 23,0 

pro 24 Stunden 343 75 6,75 23,1 
22. IV. 3300 606 150 -- 7,40 22.5 Autoklavisiert. 
24. IV. 3350 460 114 7,40 17,0 Hafer u. Riben 
26. IV. 3400 525 150 — 8,38 22.0 

pro 24 Stunden 265 | 69 | 7,72 20,5 
28. IV. 3400 294 75 _- 7,45 11,0 Dasselbe 
30. IV. 3390 918 24 — 7,95 36.5 

=: 3 3395 306 78 een 751 = 

pro 24 Stunden 253 67 7,64 19.6 

4. V. 3400 736 186 — 7,33 27,0 Autoklavisiert. 
6. .Vi 8400 588 186 -- 9,35 27,5 Reis u. Riben 
8. V. 8390 736 186 7,20 26.5 

pro 24 Stunden 343 98 7.96 27.0 
eA 3250 ~ — - — —_ Dasselbe 
ee 3255 736 249 -- 10,00 37,0 
14. V. 3250 590 165 — 8,13 24.0 

pro 24 Stunden 221 69 9.06 20.0 


Mitunter zeigte sich Kreatin in kleinen Mengen auch waéhrend des 
iibrigen Verlaufs der Avitaminose einen Tag lang; es hing aber auch hier 
diese voriibergehende Ausscheidung mit einem voriibergehenden Appetit- 
verlust (Ubergang zu anderem Futter!) und scheinbar mit der begin- 
nenden Unterernéhrung zusammen. 

Aus allen diesem ist zu ersehen, daB die fiir die Athyreose charak- 
teristische Einwirkung auf den Stickstoffwechsel im Sinne seiner Ver- 
minderung auch bei der Avitaminose thyreoidektomierter Kaninchen 
auftrat. Das Fehlen der Schilddriise zeigt sich in seinem Einflu®B auf 
die Wirkung der Avitaminose hinsichtlich der Stickstoff- und Kreatin- 
ausscheidung. Daher stammt auch die starkere, hiufige Senkung der 
Gesamtstickstoffausscheidung und die weniger deutliche und an- 
dauernde Kreatinurie am Ende der Avitaminose. 

Der Ausfall der Schilddriisenfunktion, die eine allgemeine Herab- 
setzung des Stoffwechsels, besonders aber des Stickstoffwechsels sowie 
des Kreatinstoffwechsels zur Folge hat, schwacht und verwischt das 
Bild der Kreatinstoffwechselstérungen, die bei der Avitaminose auftreten 
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Daraus ist zu ersehen, dab eines von den Symptomen der Avitaminose, 
die Kreatinurie, nicht durch eine Herabsetzung der Schilddriiseninkretion 
hervorgerufen ist, die nach den Versuchen von Verzdér bei Avitaminose 
auftritt. 


4. Blutzucker bei der Avitaminose unoperierter Kaninchen. 


Gehen wir nun zu den Ergebnissen der Untersuchungen iiber den 
Zuckergehalt des Blutes bei den Kaninchen iiber. Auch in dieser Be- 
ziehung wurden zunachst avitaminése, nicht operierte Kaninchen 
untersucht, um zu sehen, wie die vollkommene Avitaminose auf die 
Blutzuckerkurve der Kaninchen einwirkt, und um diese mit der Blut- 
zuckerkurve bei Skorbut und Polyneuritis zu vergleichen. 


Den Einflu8 von Skorbut auf die Blutzuckerkurve untersuchten 
A. Palladin (8) und Collazo, spaiter auch andere Autoren. A. Palladin 
stellte fest, daB bei der Uberfiihrung von Meerschweinchen auf Skorbut 
hervorrufende Nahrung die Blutzuckerkurve anzusteigen beginnt (mit- 
unter zeigte sich vor dem Anstieg eine kurzdauernde, geringe Hypo- 
glykamie); diese Hyperglykimie erreicht gewéhnlich in der zweiten 
Woche ihr Maximum, worauf sie zuriickgeht und schlieBlich in eine 
Hypoglykamie iibergeht, die bis zum Eintritt des Todes des Tieres 
infolge des Skorbuts zunimmt. 

In den Tabellen VIII bis X sind die Protokolle von drei Versuchen 
mit Avitaminose von Kaninchen angefiihrt. Aus ihnen ist zu ersehen, 
daB bei vollkommener Avitaminose der Kaninchen die Blutzuckerkurve 
(s. Abb. 1) im allgemeinen denselben Verlauf zeigt, der beim Skorbut 
der Meerschweinchen zu beobachten war. 








Tabelle VIII. Tabelle 1X. 
Kaninchen Nr. 8. Kaninchen Nr. 5. 
Gewicht | ‘Gewicht ' 
des Blut- des Blut- 
Datum  Kanin- zucker Futter Datum Kanins zucker Futter 
chens chens 
8 %o ry %9 


7.IV. 1780 0,100 Haferu.Riiben 18.IV. 2430 0,084 Hafer u. Riben 
9.IV.. 1800 0,097 21.1V. 2480 0,096 


12.1V.|| 1800 | 0,095 | Autoklavisierr. 24-!V-!' 2480 | 0,095 
15.1V.. 1750 0,112 Reis u. Riben 27.1V. 2430 =: 0,080 | Autoklavisiert. 


18.IV. 1650 0,140 1. V 2350 0,087 Hafer u. Raiben 
21.IV., 1500 0,130 4. V. 2350 0,130 

24.1V. 1400 0,125 7. V. 2300 0,145 

27.IV.| 13850 0,085 10. V. 2320 0,140 

1. V.| 1800 0,103 | Autoklavisiert. 13. V 2300 0115  Autoklavisiert. 
4. V. 1210 0,090 Haferu.Riben 16. V 2250 0,100 Reis u. Riben 
ae 


1150 30.080 
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Tabelle X. 


Kaninchen Nr. 1. 





Gewicht Gewicht 
des Blut des Blut- 
Datum  Kanin- zucker Futter Datum Kanins zucker Futter 
chens chens 
8 Io 8 %9 


7. I. 3500 0,104 Haferu.Raiben]| 4. Tl. 3359 | 0,085 Autoklavisiert 


10. Tl. 3500 0,106 8. TI. 3300 0,087 Hafer u. Riiben 
13. 1. 3550 0,105 11.101. 3400 0,085 


14. Il. 3450 0,095 
16. 1. 3550 0,108 Autoklavisiert.| 17. II. 3250 | 0,097 
20. Il. 3550 0,110 Reisu. Riben | 23. ITT. 2959 0,097 





23. II. 3500 0,128 26. Uf. 2800 0,097 
26. II. 3480 0,145 29. 11. 2570 0,075 
1.10. 3409 0,140 2. IV.) 2590 = 0,080 


Nach der Uberfiihrung der Kaninchen auf eine aller Vitamine beraubte 
Nahrung zeigt die Blutzuckerkurve den gleichen Verlauf wie beim Skorbut 
der Meerschweinchen, d.h. die Blutzuckerkurve beginnt zunéchst zu 
steigen, erreicht ein bestimmtes Maximum und fallt dann ab, um schlieBlich 
in Hypoglykamie iiberzugehen. Hier kann ebenso wie beim Skorbut zu 
Beginn der Avitaminose vor der Hyperglykaémie eine kurzdauernde geringe 
Hypoglykamie beobachtet werden (s. Abb. 1). 
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Blutzuckerkurven von den avitaminésen unoperierten Kaninchen. 


In den Versuchen von Kudrjawzewa mit Avitaminose bei Kaninchen, 
die durch Haferfiitterung verursacht wurde, war die Blutzuckerkurve eine 
andere. Die Hyperglykémie machte nicht einer Hypoglykémie Platz und 
bestand bis zum Tode der Tiere. Es ist héchst wahrscheinlich, daB dieser 
Unterschied mit dem in den Versuchen von Kudrjawzewa auftretenden 
Appetitverlust in Zusammenhang steht, d.h. mit der Unterernaéhrung. 
In unseren Versuchen fand keine Unterern&éhrung statt, und die Blut- 
zuckerkurve erwies sich bei der Avitaminose von Kaninchen im allgemeinen 
und im wesentlichen als ganz &hnlich der Kurve bei Skorbut. 
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5. Blutzucker bei Avitaminose thyreoidektomierter Kaninchen. 

Wie war nun die Blutzuckerkurve bei Avitaminose thyreoid- 
ektomierter Tiere beschaffen’? Rief der Funktionsausfall der Schild- 
driise Anderungen im beschriebenen Verlauf der Kurve hervor? In 
den Tabellen XI bis XIII sind die Protokolle von drei hierher gehérigen 
Versuchen angefiihrt, aus denen zu ersehen ist, daB die Blutzuckerkurve 


Tabelle XI. 


Thyreoidektomiertes Kaninchen Nr. 11. 











Gewicht Gewicht 


des Blut- des Blut. 
Datum Kanin- zucker Futter Datum Kanine zucker Futter 

chens chens 

g lo i %"o _ 
12. I. 2900 0,102 Haferu.Riben}| 4.07. 2780 0,105 Autoklavisiert. 
15. IL 2959 0,096 8. Tl. 2750 0,083 | Hafer u. Riiben 
i8. I. 3000 0,107 11. TI. 2700 0,079 
21. I. 8330 0,107 14. IT. 2950 0,089 | Autoklavisiert. 
24. I 3159 0,103 17. III. 2730 0,090 | Reis u. Riiben 
26. I. 3000 0,102 20. 1. 2750 0,093 
- OR? 

28. I. _ — Autoklavisiert. 26. TI. 2570 0,096 
99. | 3100 0.107 < 29. 111. 2600 0,095 
29. I.j\ 3 107 Haferu.Riben]} “5 IV.. 2600 | 0.090 
1. I. 2850 0,100 = vor : poe 

eax > 5. IV. 2650 0,087 
4. TI. 2850 0,083 8 IV 700 | 0.080 
7. I. 2850 0,093 £4 B-: ; 

aan 13. IV. 2700 0,091 
10. Il. 2850 0,091 : > 
13. I 2930 0.094 16. IV. 2650 0,110 
a7 ft. oe ert 19. IV. 2700 0,087 
16. II. 2870 0,115 99 IV. 2700 0 
‘ ‘ 27 a. ° Zi 099 
eg 25.1V. 2700 0,090 
ol oe. ee 28. IV. 2650 | 0,096 


26. If. 2820 0,115 
1.11. 2830 0,109 











Tabelle XII. 
Thyreoidektomiertes Kaninchen Nr. 12. 
ie Gewicht Gewicht 
des Blut des Blut. 
Datum Kanin- zucker Futter Datum Kanins zucker Futter 
cnens chens 
g % 8 %o 

18. L 3100 0,106 Haferu.Riiben]| 13. I. 2850 | 0,112 Autoklavisiert. 
21. I 38270 0,106 16. Il. 2880 0117 Haferu. Riben 
24. I.) 38250 0,106 20. Il. 2900 | 0,113 Anutoklavisiert. 
26. I. 8250 | 0,104 23. Il. 2850 | 0,109 Reis u. Riiben 
= ats 26. II. 2830 | 0,110 
27. I — — Autoklavisiert. 1 TL 2800 | 0112 
29. I. 3100 0O114 Haferu. Riben on ee 

4. 11f. 2780  O115 
2.0. 3100 0.131 ‘ 

8. TI. 2450 | 0,090 
Soh mee. oer 11. II. 2450 | 0,070 
7. I. 2909 | 0,127 ae ’ 
10. II. 2880 0,128 
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Tabelle XIII. 


Thyreoidektomiertes Kaninchen Nr. 13. 








Gewicht Gewicht 
des Blut. des Blut- 
Datum | Kanines zucker Futter Datum Kanin« zucker Futter 
chens chens 
& ® v £ bd 0 
15.1V. 3200 0,105 Haferu.Raiben{ 4 V. 3370 0,125  Autoklavisiert. 
21.IV. 38230 0,107 ye F 3320 0,132  Haferu. Riiben 
24.1V. 3350 0,108 10. V. 83850 §=60.135 
25. 1V. _ -- Autoklavisiert. = pots ner eg 1 hy 
27.1V. 3400 0,093 Haferu.Riben}| “" ** * Pe See oe 
1. V. 3370 0,100 


avitaminéser thyreoidektomierter Tiere sich ebenso andert, wie in den 
gewohnlichen Fallen von Avitaminose (s. Abb. 2). Anfangs tritt eine 
kurzdauernde Hypoglykamie auf (s. Tab. XI), dann nimmt der Zucker- 
gehalt des Blutes zu, erreicht ein nicht besonders hohes Maximum 
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Abb. 2 
Blutzuckerkurven avitaminéser thyreoidektomierter Kaninchen. 


(z. B. 0.127%) und geht allmahlich wieder in eine Hypoglykamie iiber. 
Das gleiche sehen wir in der Tabelle XIII. In anderen Fallen kam 
die erstmalige, voriibergehende Hypoglykamie nicht zur Beobachtung, 
und der Zuckergehalt des Blutes zeigte sich von den ersten Tagen der 
Avitaminose an erhéht (s. Tabelle XII). UCberhaupt variiert in den 
einzelnen Fallen von Avitaminose stark die Dauer und Intensitat des 
hyperglykimischen Stadiums; der allgemeine Charakter der Blut- 
zuckerkurve bleibt aber stets der gleiche und ist sowohl fiir den Skorbut 
wie fiir die Avitaminose normaler und thyreoidektomierter Kaninchen 
(vgl. Abb. 1 und 2) von gleichartigem Verlauf. 

Bei den thyreoidektomierten avitaminésen Kaninchen erreicht 
die Hyperglykamie gewéhnlich nicht soleche Héhe wie bei den nicht 
operierten (s. Abb. 2). 
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Die angefiihrten Angaben weisen ganz klar darauf hin, daB sich 
die Blutzuckerkurve bei avitaminésen Tieren bei Ausfall der Schild- 
driisenfunktion nicht dndert. Die erhaltenen Resultate sind dadurch 
interessant, daB sie von der Unabhiangigkeit der fiir Avitaminose 
charakteristischen Stérungen des Kohlehydratstoffwechsels von der 
Schilddriisenwirkung zeugen. 


6. Schlu8betrachtungen. 


Aus den beschriebenen Versuchen ist also zu ersehen, daB die 
Abschwichung der inkretorischen Funktion der Schilddriise bei A vitaminose 
kein Moment fiir das Auftreten der fiir die Avitaminose charakteristischen 
Stoffwechselstérungen vorstellt. Wenn die Verminderung der Stickstoff- 
ausscheidung mit der herabgesetzten Schilddriisenfunktion in Zu- 


sammenhang gebracht werden kann — da Entfernung der Schild- 
driise bei avitaminésen Kaninchen die Stickstoffausscheidung oft noch 
mehr herabsetzt —, so ist aber die Kreatinurie durch eine ver- 


minderte Inkretion der Schilddriise bei der Avitaminose nicht zu 
erklaren, denn diese Herabsetzung der Inkretion diirfte nicht blob 
keine Kreatinurie hervorrufen, sondern miiBte ihr Auftreten iiber- 
haupt herabsetzen, was auch bei avitaminésen Tieren, die thyreoid- 
ektomiert wurden, tatsachlich zutrifft. Auf diese Weise ist also das 
Bild der Stickstoffwechselstérungen bei avitaminésen und thyreoid- 
ektomierten Tieren im Verhaltnis zur Avitaminose bei normalen Tieren 
etwas verandert und hat das Geprage der Athyreose. 


Ebenso werden auch die fiir die Avitaminose charakteristischen 
Veranderungen der Blutzuckerkurve nicht durch eine Herabsetzung 
der Inkretion der Schilddriise hervorgerufen, der ja auch nach ihrer 
vollkommenen Ausschaltung (bei Thyreoidektomie) der fiir diese 
Kurve charakteristische Verlauf unverandert bleibt. 


Die Veranderungen des Blutzuckergehalts treten bei der Avitaminose 
als bestdndige Folgeerscheinung des Fehlens von Vitaminen in der 
Nahrung auf und kénnen weder durch Entfernung der Schilddriisen- 
hormone aus dem Organismus, noch durch Anderung der Exapfindlich- 
keit des Organismus gegeniiber dem Insulin und Adrenalin, worauf 
die Versuche von A. Palladin und Utewski' hinweisen, geandert werden. 


Zum SchluB muB noch erwahnt werden, daB die Lebensdauer 
der avitaminésen thyreoidektomierten und nicht operierten Tiere 
beinahe gleich ist; es 14Bt sich aber dennoch eine gewisse Neigung zu 
langerer Lebensdauer bei den thyreoidektomierten Tieren beobachten. 


1 Unveréffentlichte Untersuchungen ; werden demnachst in dieser Zeit- 
schrift als ,,Beitrage zur Biochemie der Avitaminosen, Nr. 9° erscheinen. 
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Zusammenfassung. 


1. Bei thyreoidektomierten Kaninchen entwickelt sich bei Ver- 
abreichung vitaminfreien Futters das gewohnliche Bild von Avitaminose. 

2. Die Lebensdauer avitaminéser thyreoidektomierter Tiere ist 
im Durchschnitt die gleiche wie bei Tieren, die sich unter den gewéhn- 
lichen Bedingungen von Avitaminose befinden. 

3. Die Ausscheidung von Stickstoff mit dem Harn ist bei thyreoid- 
ektomierten avitaminésen Tieren im Verhialtnis gegentiber der ge- 
wohnlichen Avitaminose oft herabgesetzt. 

4. Kreatin tritt bei avitaminésen thyreoidektomierten Kaninchen 
im Harn bloB 2 bis 3 Tage vor dem Tode der Tiere auf und bei nicht 
operierten avitaminésen Tieren 1'/* bis 2 Wochen vor dem Tode. 

5. Der Zuckergehalt des Blutes andert sich bei thyreoidektomierten 
avitaminésen Kaninchen ebenso wie bei Kaninchen mit erhaltener 
Schilddriise. In allen Fallen findet man die charakteristische Kurve 
(zuerst eine Hyperglykamie, der eine Hypoglykamie folgt), welche 
von A. Palladin fiir Skorbut festgestellt war. 

6. Der Ausfall der Schilddriisenfunktion vertieft das Bild der 
Avitaminose nicht, macht es nicht ausgepragter, sondern glattet und 
verwischt es eher; in bestimmter Richtung (Stickstoffwechsel) verleiht 
es der Avitaminose das charakteristische Geprage der Athyreose. 


Literatur. 
1) Verzadr und Peter, Pfliigers Arch. 206, 653, 1924. — 2) Verzdr und 
Vasarhelyi, ebendaselbst 206, 675, 1924. — 3) Zih, ebendaselbst 214, 449, 


1926. 4) Arvay, diese Zeitschr. 192, 383, 1928. — 5) Gulick, Journ. biol. 
Chem. 18, 541, 1914. — 6) Folin und Morris, ebendaselbst 17, 463, 1914. — 
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Der Nachweis winziger Bleispuren in organischen Substanzen. 


Von 
Ragnar Berg. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium der I. inneren Abteilung 
des Stadtkrankenhauses Friedrichstadt, Dresden.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1928.) 


In einem vorhergehenden Aufsatz habe ich vor einiger Zeit 
erwahnt, daB man bisweilen im Harn bzw. im Kote Spuren von Blei 
finden kann, die gew6hnlich zu gering sind, als daB man sie quantitativ 
bestimmen kénnte. Die Schwierigkeit bei dem Nachweis dieser Blei- 
mengen liegt vor allen Dingen darin, daB die zur Abscheidung benutzte 
Form, das Bleisulfat, nicht vollkommen unldéslich ist und selbst bei 
gréBter Vorsicht beim Auswaschen usw. sehr leicht in Lésung geht. 
Als ich deshalb vor die Aufgabe gestellt wurde, Blei im Blute von 
angeblich Bleikranken nachzuweisen, wobei die friiher benutzte Methode 
vollkommen versagte, habe ich mich nach einem anderen, verbesserten 
Verfahren umgesehen. Nach Riicksprache mit dem Leiter des Elektro- 
chemischen Instituts der hiesigen Technischen Hochschule, Herrn 
Professor Erich Miiller, entschloB ich mich zu dem Versuch, das Blei 
auf elektrolytischem Wege abzuscheiden, wodurch alle sonstigen Fehler- 
quellen vermieden wurden. Elektrolysiert man eine bleihaltige Lésung 
in 4°, iger Salpetersiure bei 2 Volt Spannung, so kann sich wohl etwas 
Kupfer, auch Gold an dem negativen Pol abscheiden. Sobald man 
den Strom unterbricht, gehen diese Spuren jedoch wieder in Lésung 
Das Blei zeigt ein ganz anderes Verhalten: unter dem Einflu® der 
Salpetersiure und des elektrischen Stromes wird das Blei zu Blei- 
superoxyd aufoxydiert, das gegeniiber dem elektrischen Strome sich 
negativ verhalt, also am positiven Pole abgeschieden wird. Das Blei- 
superoxyd sollte an der Salpeterséure unléslich und schon in winzigen 
Spuren an der Braunfarbung wahrnehmbar sein. 

Ich habe dann verschiedene Versuche gemacht, um zunachst 
zu priifen, ob das Blei in Form von Bleisulfat in ungeléster Form eben- 
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falls quantitativ abgeschieden wird. Herr Professor Miiller war der 
Meinung, dali das der Fall sein wiirde, und meine Resultate bestatigten 
seine Annahme vollauf. Es bedeutete dies ja eine wesentliche Verein- 
fachung des ganzen Verfahrens. Man konnte jetzt die ganze organische 
Substanz mit Schwefelsiure und etwas Kupfersulfat als Katalysator 
kjeldahlisieren. Nach der Verbrennung der organischen Substanz 
wird die Schwefelsaurelésung in eine Platinschale tiberfiihrt und durch 
Verdunsten von Schwefelsiure befreit. Der Kjeldahlkolben wird mit 
heiBem Wasser wiederholt nachgespiilt, die Spiilwisser ebenfalls in 
der Platinschale verdunstet und von Schwefelsiure durch Abrauchen 
befreit. Der feste Riickstand wird jetzt mit Wasser nach Méglichkeit 
aus der Schale in einen kleinen, 3 bis 4ccm fassenden Platintiegel 
iiberfiihrt und wieder zur Trockne verdunstet. Der Platintiegel wird 
mit 4°, iger Salpetersaure beschickt, kurz tiber der Sparflamme erwarmt 
und dann an den negativen Pol eines 2-Volt-Akkumulators angeschlossen. 
Als positiven Pol benutzt man einen starken Platindraht, der an der 
Spitze flach gehammert ist und den man eben in die Fhissigkeit ein- 
tauchen laBt. Nach 15 Minuten hebt man den Platindraht heraus, 
lést das Bleisuperoxyd auf einem Objekttrager in 4 bis 5 cmm 20 °,iger 
Salzsaure, verdunstet die Lésung, spilt den Platindraht zweimal mit 
etwa 3cmm 4°, iger Natriumacetatlésung nach und verdunstet jedes- 
mal auch diese Lésung. Der weitere Nachweis geschieht dann mit 
Hilfe der Tripelnitritmethode von L. 7. Fairhall' durch Lésen in 
3 bis 4cmm 10° iger Essigsiure, Zusatz von 3cmm 2°,iger Kupfer- 
acetatlésung und einem Kérnchen Kaliumnitrit, das man an den Rand 
des Tépfchens bringt, so daB die Nitritlésung langsam in den Tropfen 
hineindiffundiert. 

Bei Anwesenheit von Blei ist schon der Platindraht briaunlich bis 
schwarzlich gefarbt, und die Tripelnitritprobe zeigt unter dem Mikroskop 
kleinste bis gréBere schwarzrote, undurchsichtige Kuben, die fiir die 
Anwesenheit des Bleies absolut beweisend sind. 

Als ich mit reinen Bleilésungen die Grenze dieses Nachweises 
herauszufinden suchte, geniigte wohl die eben erwahnte Methodik fiir 
einen Bleigehalt bis hinunter zu 0,01 mg Pb. Bei 0,01 mg Pb ergeben 
sich bei 75maliger VergréBerung kaum sicktbare schwarze Kérnchen. 
Kine Verscharfung der Bedingungen zeigte aber, dab man die Methodik 
auch zum Nachweis von noch kleineren Bleimengen benutzen kann. 

Zu dem Zwecke wurde der dicke Platindraht durch einen diinnen 
ersetzt, der ebenfalls ausgehAmmert wurde, so dab eine etwa | qmm 
groBe Fliche entstand. Diese lie} ich eben nur in die Fliissigkeit ein- 
tauchen, so dab ungefahr die Halfte der flachen Flache tiber der Fliissig- 

1 Journ. f. industr. Hyg. 4, 9, 1922; Chem. Centralbl. 1922, IV, 923. 
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keit stand. Weiter erwies es sich aber auch notwendig, die Saure- 
konzentration herabzusetzen. Die benutzte Konzentration von 4 °,iger 
Salpetersiure war doch zu groB bei winzigen Spuren von Blei; in diesem 
Falle geniigte schon eine 0,5°,ige Salpetersiurekonzentration. Bei 
Benutzung reiner Bleilésungen erhielt ich auch damit nur schlechte 
Resultate, bis ich auf den Gedanken kam, etwa 0,1 g Kaliumnitrat in 
der zu elektrolysierenden Fhissigkeit zu lésen. Jetzt gab 0,01 mg Blei 
schon eine deutlich sichtbare Braunfirbung der Spitze des Platin- 
drahtes, und bei Anwesenheit von 0,001 mg Blei wurde die Platin- 
drahtspitze kaum sichtbar gelb. 

Auch die Tripelnitritmethode muBte entsprechend den kleinen 
Bleimengen abgeindert werden, denn die benutzten Fliissigkeits- 
mengen waren entschieden zu grob. Ich benutzte hierfiir sehr fein aus- 
gezogene Glasrohre als Pipetten, so daB das Wasser kaum durchfloB und 
erst langsam an der Spitze des senkrecht hangenden Rohres ein winziges 
Trépfchen bildete. Ein solches Trépfchen diirfte wohl nur ein Volumen 
von etwa 0,01 cmm besitzen. Mit Hilfe dieser Pipetten wurde 0,01 cmm 
20°, iger Salzsiure auf die Platindrahtspitze gebracht und nach ein 
paar Augenblicken das Trépfchen auf einem Objekttrager aufgefangen. 
Das Trépfchen wurde verdunstet, der Platindraht noch zweimal mit 
0,02 bis 0,03 cmm Natriumacetatlésung nachgespiilt, die jedesmal auf 
dem Objekttrager wieder verdunstet wurde. Jetzt wurden noch 0,03 cmm 
Kupferlésung dazugegeben und ebenfalls verdunstet. Der Riickstand 
wurde in 0,05cmm 10°%iger Essigsiure gelést, das Trépfchen bei 
gewohnlicher Temperatur gréBtenteils verdunstet und der Objekt- 
trager auf Eis gut gekiihlt. Am Rande des Trépfchens wurde dann 
ein winziges Kristallchen von Kaliumnitrit hinzugefiigt und das Ganze 
noch einige Minuten auf Eis belassen. 

Beim Mikroskopieren zeigte eine 75fache VergréBerung in der 
Nahe des Nitritkristallchens nichts, an der entgegengesetzten Seite 
des Trépfchens aber eine Ansammlung kaum sichtbarer schwarzer 
Piinktchen. Bei 150facher VergréBerung waren diese Kérner deutlich 
sichtbar, aber durchsichtig schwach rot gefarbt. Eins von diesen Koérn- 
chen zeigte noch Andeutung von der kubischen Form; besonders trat 
beim Heben und Senken des Tubus ein charakteristisches leuchtendes 
Kreuz hervor, gerade wie bei Kristallchen von Calciumoxalat. 

Mit Hilfe dieser Methodik gelang es dann, im Blute Blei bei Blei- 
erkrankungen nachzuweisen. Im ersten Falle handelte es sich um 
eine schwangere Frau, die mehrere Monate schon aus dem Betrieb 
heraus war, aber immer noch deutlichen Bleisaum zeigte. Die Er- 
scheinungen waren hauptsachlich nervéser Natur. Die abgeschiedene 
Bleimenge aus 20cem Blut entsprach ungefahr einem Gehalt von 
0,1 mg Blei, der Starke der Kristallisation und der Farbung des Platin- 
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drahtes nach zu urteilen. Nach ein paar Wochen Aufenthalt im 
Krankenhaus, wobei die klinischen Symptome verschwanden, der 
Bleisaum aber immer noch bestand, wurde eine neue Blutprobe unter- 
sucht, diesmal mit negativem Resultat. Bei Abgang der Patientin 
bestand der Bleisaum immer noch, aber klinische Symptome waren 
nicht vorhanden, und selbst die verschirfte Probe konnte keine Spuren 
von Blei in 20 ccm Blut nachweisen. 

Ich habe das Verfahren seitdem wiederholt mit bestem Erfolg 
benutzt, wobei Blei im Blute nur dann nachgewiesen werden konnte, 
wenn tatsichlich klinische Symptome auch nachweisbar waren. Inwie- 
fern dies auch fiir solche Fille gilt, wo die Leute noch in einem Blei- 
betrieb beschaftigt sind, kann ich nicht sagen, da ich solche Fille bisher 
nicht untersucht habe. 

Zum SchluB ist es mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser 
Stelle Herrn Professor Dr. Erich Miiller-Dresden meinen verbindlichsten 
Dank fiir seine wertvollen Ratschlage auszusprechen. 











Das allgemeine Vorkommen von Gold in Nahrungsmitteln 
und Organen. 


Von 
Ragnar Berg. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium der I, inneren Abteilung 
des Stadtkrankenhauses Friedrichstadt, Dresden.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1928.) 


Vor einiger Zeit konnte ich in einer kleinen Mitteilung nachweisen, 
daB die Zusammensetzung sowohl unserer Organe als unserer Nahrungs- 
mittel hinsichtlich der Mineralstoffe bedeutend komplizierter ist, als 
man friiher angenommen hat. Stets anwesend sind wohl auBer Kalium, 
Natrium, Calcium, Magnesium und Eisen die Metalle Mangan, Nickel, 
Kobalt, Zink und Kupfer. In Ausnahmefallen trifft man auberdem 
noch Blei, das jedoch nur unter ganz besonderen Lebensbedingungen 
gefunden wird. Bei meinen Versuchen, Blei nachzuweisen, fiel mir 
schon friihzeitig auf, da der durch Schwefelwasserstoff bewirkte 
Niederschlag von Kupfersulfid sich nach dem Ghihen nicht klar in 
Salzsaure léste: es blieb immer eine geringe Menge schwarzen Pulvers 
zuriick. Ich habe angenommen, da dieses Pulver aus fein verteilter 
Kohle bestande, und habe ihm keine weitere Aufmerksamkeit geschenkt, 
bis mir Herr Dr. Volkmar Klopfer, Dresden-Leubnitz, mitteilte, dab 
in seinem Laboratorium in Haferflocken Gold gefunden worden sei. 
Daraufhin habe ich eine Anzahl Kupferniederschlage, die ich von friiheren 
Untersuchungen zwecks Bleiuntersuchung zuriickgehalten hatte, wieder 
vorgenommen. Wenn man einmal auf diese Méglichkeit hingewiesen 
worden war, sah man allerdings sofort, daB das schwarze Pulver nicht 
Kohle sein konnte, sondern Gold sein muBte. 

Nach dem MiBgeschick von Miethe muB man ja doppelt vorsichtig 
sein, wenn man glaubt, Gold nachgewiesen zu haben. In diesem Falle 
aber kann man vollkommen beruhigt sein, denn die Mengen, die in 
Frage kommen, sind von einer ganz anderen GréBenordnung und schon 
mit dem bloBen Auge deutlich als Gold zu erkennen. 

Ich war gerade dabei, die letzten Analysen von einer im Jahre 1918 
ausgefiihrten groBben Mineralstoffwechseluntersuchung aufzuarbeiten. 
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Es blieb nur noch die Mineralstoffbestimmung im Kote, und nun wurden 
die Kotproben stets gleich auf Gold untersucht. Dabei ergaben sich 
zum Teil erstaunlich groBe Goldmengen in dem Kote. Gold bis zu 
1 mg in der Tagesausscheidung war durchaus keine Seltenheit, wobei 
ich betonen muB, daB der Patient streng vegetarisch gelebt hat und ein 
Vielfrai ersten Ranges war. 

Infolge der Mitteilung von Dr. Klopfer habe ich dann sowohl sein 
Haferflockenpraparat als auch ein Haferflockenpriparat des Handels 
untersucht. Die Haferflocken von Klopfer enthielten in 100 g 0,2 mg 
Gold, wihrend das gewéhnliche Handelspraparat, das offenbar weniger 
von dem Samenhautchen enthielt, in 250 g Substanz nur 0,1 mg Gold 
enthielt. Gleichzeitig hatte ich gerade damals auch eine Analyse von 
Naturhonig auszufiihren, konnte aber in 250 g Substanz kein Gold mit 
Sicherheit nachweisen. Es mag sein, daB auch der Honig Spuren von 
Gold enthalt, aber in dem Falle betragt die Menge jedenfalls bedeutend 
weniger als 0,1 mg im Kilogramm Substanz, sonst hatte ich wenigstens 
eine Spur davon gefunden. Dann folgten T'raubensaft und A pjelsaft. 
In 625g Traubensaft und in 550g Apfelsaft waren nur unwigbare 
Spuren von Gold, die jedoch mit absoluter Sicherheit nachweisbar 
waren. Die Menge diirfte also ungefahr 0,1 mg Gold im Kilogramm 
betragen. In einem Apfelsaftkonzentrat Pommler (Pomol), einem bis 
auf den neunten Teil eingedampften Apfelsaft, fand ich dagegen schon 
in 100 g 0,1 mg Gold. Es stimmt dieser Befund also ganz gut mit der 
obigen Annahme von der Anwesenheit von Gold in Apfelsaft tiberein. 
In feinstem Weizenmehl konnte ich in 100g keine Spur Gold nach- 
weisen. Offenbar findet sich das Gold im Samenhautchen. 

In einem sogenannten Vollkornbrot, Biosbrot, das jedoch wahr- 
scheinlich nur aus Mehl von 80°, Ausmahlung hergestellt war, fand 
ich in 300g 0,1 mg Gold. Dr. Klopfers Vollkornbrot, das dagegen 
tatsaichlich aus dem vollen Roggenkorn hergestellt wird, zeigte schon 
in 100 g Substanz 0,1 mg Gold. Auch Haselnuf enthielt in 100 g Kernen 
schon 0,1 mg Gold. 

Ich habe dann ein Trinkwasser auf Gold geprift, das sich in keiner 
Weise von gewéhnlichem Trinkwasser unterschied. Die Harte betrigt 
etwa 11°. ist also sehr gering und besteht fast ausschlieBlich aus Gips. 
Der Trockenriickstand war tiberhaupt sehr gering: 0,16 g im Liter. 
Beim Verarbeiten von 50 Liter von diesem Wasser wurden aber 4,6 mg 
Gold gefunden, entsprechend 0,046 mg Gold im Liter. Ich mdéchte 
anschlieBend hieran an den Aufsatz von Traube in der ersten dies- 
jahrigen Nummer der Chemikerzeitung erinnern, wo der Verfasser cie 
Vermutung ausspricht, dab das Gold ungeheuer viel haufiger vorkommen 
diirfte, als man bisher angenommen hat. Sehr interessant sind auch 
die Ausfiihrungen des Verfassers tiber die Fehlerquellen beim Nachweis 
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von Gold. Diese Fehlerquellen sind bei meinen Untersuchungen dadurch 
vermieden worden, dai die Substanzen verascht worden sind, also 
keine organischen Kolloide enthalten. Auch sonst kénnen Kolloide 
nicht anwesend sein, héchstens Spuren von Eisen und Mangan, die 
jedoch nicht imstande sind, beachtenswerte Goldmengen zuriick- 
zuhalten. Ganz besonders kann man schwerlich glauben, daB bei 
meinen Untersuchungen zu wenig Gold gefunden worden ist, da stets 
Kupfer in gréBeren Mengen gleichzeitig anwesend war. Beim Fallen 
der schwach salzsauren Lisung im Kochen und Nachsaturieren der 
erkalteten Lisung mit Schwefelwasserstoff mu man volle Gewahr 
gehabt haben, daB sowohl Kupfer als Gold vollkommen ausgefallt 
wurden. 

Der Menschenharn enthalt nur sehr geringe Mengen; gewéhnlich 
wurden in der Tagesmenge kaum 0,1 mg Gold gefunden. Der Kot ist 
dann viel reicher, weshalb wir wohl annehmen miissen, daB die Aus- 
scheidung hauptsachlich durch den Dickdarm stattfindet. Das Blut des 
Menschen ist bedeutend reicher an Gold: in 100 g fanden sich Spuren 
bis 0,3 mg im Kilogramm. Die Ochsenleber zeigte einen Gehalt von 
0,2 mg Gold im Kilogramm. 

Eine groBe Uberraschung bereitete dann die Untersuchung von 
Rinderhirn: 100 g Trockensubstanz (bei den tibrigen Stoffen handelt 
es sich stets um frische Substanz, aber der Unterschied zwischen 
Trockensubstanz und frischer Substanz ist ja beim Gehirn nicht so 
groB wie bei den anderen Stoffen) ergaben nicht weniger als 1,4 mg 
Gold. Gewdéhnlich betrachtet man ja eine Goldseife als technisch 
ausbeutefahig, wenn sie 2 mg Gold im Kilogramm enthalt. Wieviel 
wertvoller als Ausgangsmaterial ist dann Gehirn mit 14 mg im Kilo- 
gramm; schade nur, daB es schwer halten wiirde, eine Tonne Gehirn 
zu billigem Preise zu bekommen. 

Ich bin jetzt damit beschaftigt, die menschlichen Organe auf ihren 
Gehalt an selteneren Metallen zu untersuchen, und hoffe in absehbarer 
Zeit dariiber berichten zu kénnen. Es bleibt mir fiir den Augenblick 
nur noch iibrig, das Verfahren zu erwahnen, das ich bei dem Nachweis 
und der Bestimmung von Gold benutzt habe. Die organischen Stoffe 
werden wie gewoéhnlich mit Schwefelsiure-Salpetersiure oder auch 
trocken verascht, die Asche mit konzentrierter Salzsiure ein paarmal 
abgeraucht, zur Staubtrockne verdunstet, wieder mit Salzsaure an- 
gefeuchtet und in Wasser gelést. Die zuriickbleibende Kieselsdure 
wird abfiltriert, das Filtrat zur Trockne verdunstet und der Riickstand 
in Wasser mit Zusatz von so viel Salzsiure geliést, dab eben eine klare 
Lésung erhalten wird. In diese Lésung leitet man dann Schwefel- 
wasserstoff ein, am besten zunichst in kochender Lésung, laBbt dann 
die Lésung erkalten und sattigt sie nochmals mit Schwefelwasserstoff, 
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14Bt sie tiber Nacht stehen, sattigt sie noch einmal mit Schwefelwasser- 
stoff in der Kalte und filtriert den Sulfidniederschlag durch ein quan- 
titatives Filter ab. Das Filter wird einfach verbrannt, der Riickstand 
in konzentrierter Salzsiure auf dem Wasserbad gelist. Will man Blei 
bestimmen, setzt man am vorteilhaftesten noch einen Tropfen 20 °,iger 
Schwefelsiure hinzu, verdunstet die Salzsiiure auf dem Wasserbad, 
list den Riickstand in Wasser und filtriert wieder durch ein winziges 
quantitatives Filter. Nach dem Auswaschen mit heibem Wasser wird 
das Filter wieder verbrannt, wobei man gewéhnlich mit dem bloben 
Auge schon in dem Riickstand das Gold erkennen kann. Sicherheits- 
halber wird der Riickstand in ein paar Tropfen Salzsiure mit einem 
Tropfen Salpetersiure gelést, von Spuren von Kieselsiure und Blei- 
sulfid durch Filtrieren befreit, das Filtrat wieder zur Trockne ver- 
dunstet, in méglichst wenig heiBem Wasser gelést, mit einem Tropfen 
n/10 Salzséure und einer konzentrierten Lésung von Ferrosulfat versetzt. 
Sofort oder beim Erwirmen tritt dann die Reaktion ein und das Gold 
fallt als blauschwarzes Pulver aus. Sollte sich dabei die Lésung getriibt 
haben, d.h. basisches Ferrisulfat sich ausgeschieden haben, so wird 
die Lésung starker mit Salzséure angesiuert, durch ein winziges quan- 
titatives Filter abfiltriert und dieses mit heiBem Wasser ausgewaschen, 
im Porzellantiegel gegliiht und gewogen. 

Seitdem ich fast iiberall Gold habe nachweisen kénnen, ist mir 
eine Erscheinung klar geworden, die mir schon friiher bei der Be- 
stimmung des Kupfers in Nahrungsmitteln und Organen aufgefallen 
war: Gliihte man den Niederschlag von Schwefelkupfer im elektrischen 
Ofen, so zeigte der Tiegel eine blaiulich-rosa Firbung, die ganz ver- 
schieden von der braunroten Farbe ist, die eventuell durch Kupfer 
entstehen kann. Offenbar riihrt diese schéne Rotfarbung von Gold 
her, das von der Glasur des Porzellantiegels bei der starken Gliihhitze 
aufgenommen wird. 








Uber die biochemische Natur der Mikroben 
des Paratyphus B. Schottmiiller und Bac. enterit. Breslau 
sowie iiber ein neues Differenzierungsmedium fiir dieselben. 


Von 
M. N. Fiseher und A. J. Bunte. 


(Aus dem Laboratorium des Botkin-Barackenkrankenhauses Leningrad). 


(Eingegangen am 14. Mai 1928.) 


Unserer Untersuchung liegt die Aufklarung eines experimentellen 
Fehlers zugrunde. Der Fehler bestand darin, daf der Laboratoriums. 
diener den nach Hartoch-Schlossberger' herzustellenden Milchagar im 
Autoklaven iiberhitzt hatte. Dieser Milchagar hatte dabei neue Eigen- 
schaften erworben, insofern nunmehr Bac. paratyphi B. Schott- 
miiller auf solchem Nahrboden nicht mehr wuchs, waihrend Bac. enteri- 
tidis Breslau innerhalb der ersten 48 Stunden iippiges Wachstum 
aufwies. 

Damit hatte sich ergeben, daB unter gewissen Bedingungen der 
Milchnahrboden zu einem Differentialnahrboden fiir Bac. paratyphi 
B. Schottmiiller und Bac. enterit. Breslau werden kann. In wieder- 
holten Priifungen hatte sich dabei fiir py des Milchagars ein gesetz- 
maBiges Absinken nach der Autoklavisierung feststellen lassen (von 
anfanglich 7,2 bis 7,4 bis zu 6,2 bis 6,4). Diese Verschiebung nach 
der sauren Seite setzte auch dann ein, wenn der Milchagar vor der 
Sterilisation im Autoklaven bis auf py = 8,0 alkalisiert war. Die 
gleichen biologischen und chemischen Eigenschaften wies der Milch- 
nahrboden auf, wenn die Milch allein autoklavisiert und erst nachher 
mit 3 bis 4°, wasseriger Agarlésung zu gleichen Teilen gemischt wurde. 
Daraus geht mit Sicherheit hervor, da8 bei der Autoklavisierung des 
Milchagars bzw. der Milch irgendwelche Prozesse in der Milch selbst 
bzw. in den im Milchagar eingeschlossenen Milchderivaten die be- 
treffenden Eigenschaften bedingen. 


1 Der Hartoch-Schlossbergersche Milchagar besteht aus gleichen Teilen 
Vollmilch und 4°, wéasseriger Agarlésung, im Wasserbad erwairmt mit 
nachfolgender Filtration. Sterilisation im Kochschen Apparat. 
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Von der Annahme ausgehend, daB in der Bakteriologie der Seitz sche 
Nahrboden vielfach an Stelle der Molke Verwendung findet, gingen 
wir an eine Analyse der beobachteten Tatsache unter Verwendung 
des synthetischen Nahrbodens. Es wurden Seitzlésungen hergestellt 
mit Abstellung irgend eines Bestandteiles derselben. So z. B. 1. Seitz 
ohne Lactose, 2. Seitz ohne Pepton, 3. Seitz ohne Ammoniumsalz usw. 
Diese Léisungen, wie auch Seitz komplett, wurden im Autoklaven im 
Laufe von 40 Minuten bis 1 Stunde bei 11/, Atm. (125 bis 130°) erhitzt, 
sowohl im Gemisch mit 4°, iger wasseriger Agarlésung (mit 0,5°, NaCl- 
Gehalt) als auch ungemischt. Im letzten Falle wurde Agar nach dem 
Autoklavisieren zugesetzt. Die Nahrbéden priiften wir auf ihr Differen- 
zierungsvermégen an drei Stammen Paratyphus B. Schottmiiller 
und drei Stammen Bact. enterit. Breslau. Samtliche Stamme entsprachen 
kulturell, serologisch und im Fiitterungsversuch den zu _ stellenden 
Anforderungen. 

Diese Versuche (Tabelle I) ergaben, daB bei Autoklavisierung des 
kompletten Seitznihrbodens bzw. eines der gleichen Nahrbéden, in 


Tabelle I. 


Wachstum der Mikroben des Paratyphus B. Schottmiiller und Bac. enterit. 

Breslau auf autoklavisierten Naéhrbéden (1% Atm. 1 Stunde lang), her- 

gestellt aus 3 bis 4°, iger wasseriger Agarlésung mit 0,5 °,igem NaCl-Gehalt 
im Gemisch mit nachstehenden Seitzschen Fraktionen. 
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denen Lactose bzw. Pepton weggelassen wurde, keinerlei differen- 
zierende FEigenschaften zustande kommen. Durch Weglassen der 
anorganischen Salze, wie Natriumphosphat oder Ammoniumsalz, 
wurden demgegeniiber Nahrbéden gewonnen, die in gleicher Weise wie 
der tiberhitzte Milchagar sich verhielten. Weiterhin wurden die Bestand- 
teile der Seitzschen Mischung quantitativ und qualitativ variiert mit 
folgendem Ergebnis: 

1. Wurde in peptonfreiem Seitz der Gehalt an Ammoniumsalz 
bis zu 0,02°,, herabgesetzt, so entstand ein Differentialnahrboden. 

2. Dagegen entwickelte sich keine differenzierende Eigenschaft, 
wenn das Ammoniumsalz in der Seitzlésung fortgelassen wird und der 
Peptongehalt iiber 0,07°, hinaus erhéht wurde. 

3. Wurde Pepton Griibler durch Pepton Merck ersetzt, so war 
weniger Pepton erforderlich als im ersten Falle. 

4. Eine Differenzierung blieb aus auch in dem Falle, wenn der 
Lactosegehalt erheblich gegen die Vorschrift (0,1 °,) verringert wurde. 

Daneben stellten wir Versuche an mit verschiedener Milchfraktion, 
und zwar in der Weise, daB die Milch von irgend einem ihrer Bestandteile 
befreit wurde. Es wurden gepriift: 1. Casein- und fettfreie Milch, 
2. von Eiwei8 (Albumin, Globulin) befreite Milch, 3. dialysierte Milch 
(von anorganischen zum gréBeren, und von organischen Kristalloiden 
zum geringeren Teile befreite Milch), 4. von Milchzucker befreite Milch. 

Die Herstellungstechnik dieser Milchfraktion bestand in folgendem: 

1. Casein- und fettfreie Fraktion: Casein und Fett wurde nach 
Hammar sten entfernt. 

2. Eiweibfreie Fraktion: Die EiweiBkérper wurden durch Fallung 
mit einer Lésung gleicher Teile 5°,iger Sublimat- und 2°,iger HCl- 
Lésung entfernt. Der Fallungserfolg wurde mit Sulfosalicylsiure nach- 
gepriift, das iiberschiissige Sublimat wurde mit Schwefelwasserstoff 
gefallt. Durchleiten strémender Luft aus einer Wasserstrahlpumpe 
entfernte den tiberschiissigen Schwefelwasserstoff. 

3. Dialysatfraktion: Caseinfreie Milch mit deutlich ausgepragter 
saurer Reaktion wurde gegen Aqua dest. im Laufe von 6 Tagen dialysiert 
(Konservierung mit Thymol). Dieser Zeitraum geniigt, um in an- 
gesauerter Milch die indiffusiblen Anteile des Ca, Mg und [P in diffu- 
siblen Zustand tiberzufiihren und weiterhin dialytisch zu eliminieren. 
Die Priifung auf den Erfolg der Dialyse ergab: K (—), Na (—), Ca (+), 
Mg (—), Cl(--), P(+). Nesslersche Probe (+) (Spuren), Fehlingsche 
Probe (+); Nynhidrinprobe (+). Wie zu sehen, gelingt es nicht, die 
anorganischen Verbindungen vollkommen zu entfernen, und noch 
weniger ist das fiir die organischen Kristalloide der Fall, wie aus der 
Fehlingschen und der Ninhydrinprobe hervorgeht. 
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4. Ammoniumfreie Fraktion: Caseinfreie Milch wurde mit 10°, 
NaOH alkalisiert und nach Kriiger der Vakuumdestillation unter- 
worfen, im Laufe von 3 Stunden bis zu vollkommener Wasserentziehung. 
Die auskristallisierte Masse wurde in ammoniumfreiem destillierten 
Wasser gelést. Zur Priifung auf den Erfolg der Ammoniakentfairbung 
diente die Nesslersche Probe nach Ausfillung des Milchzuckers. 

5. Milchzuckerfreie Fraktion: Caseinfreie Milch wurde mit ge- 
sittigter Lésung von essigsaurem Blei und 10°, NaOH behandelt. 
Der Erfolg wurde nach Fehling gepriift. 

Wie aus Tabelle II hervorgeht, wirkt die Befreiung der Milch vor 
dem Autoklavisieren von Casein, Fett, Albuminen und anorganischen 
Salzen (mit EinschluB der Ammoniumsalze) auf die differenzierende 
Wirkung der autoklavisierten Milch in keiner Weise ein. Dagegen 
entsteht kein Differentialnahrboden, wenn die Milch vor dem Auto- 
klavisieren ihres Milchzuckergehalts beraubt war, indem das Milch- 
medium sich in nichts von dem gewohnlichen Milchagar, in Hinsicht 
des Wachstums der Typhus-Paratyphusgruppe, unterscheidet. 


Tabelle II. 


Wachstum der Mikroben des Paratyphus B. Schottmiiller und Bac. enterit. 

Breslau auf Medien, autoklavisiert unter 1'/, Atm. Druck 1 Stunde lang, 

hergestellt aus 3- bis 4°,iger wasseriger Agarlésung mit 0,5°,igem NaCl- 
Gehalt im Gemisch mit folgenden Milchfraktionen. 
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Vergleicht man die an den erwahnten Milchfraktionen (nach ihrer 
Autoklavisation) erhobenen Befunde mit denjenigen, die bei der Priifung 
des Seitzschen Nahrbodens erhalten wurden, so dringt sich der Schlub 
auf, da} 1. das differenzierende Substrat in seiner Entstehung in beiden 
Fallen gebunden ist: a) an die Gegenwart iiberschiissigen Milchzuckers 
(4% in Milch, 2%, in Seitz), b) an die Gegenwart von Pepton, mit 
quantitativ beschranktem Maximalgehalt desselben (0,05 bis 0,07 °.,), 
bzw. von schwefelsaurem Ammonium (in Seitzschen Medium) in einer 
Menge nicht tiber 0,02 °,,; 2. die Gegenwart iiberschiissigen Ammonium- 
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salzes bzw. Peptons die Ausbildung der differenzierenden Eigenschaft 
verhindert und 3. die Qualitaét des Peptons fiir die Entstehung eines 
differenzierenden Mediums von Bedeutung ist. 

Im Besitz dieser, das Wesen der Frage nicht beriihrenden Tat- 
sachen gingen wir an die chemische Analyse der Erscheinung. In 
erster Linie lag uns daran, festzustellen, in welcher Weise die Qualitit 
des Peptons auf die Entstehung eines differenzierenden Mediums 
einwirkt. Dabei hat sich herausgestellt, daB das von uns verwandte 
Pepton Merck an formoltitrierbarem Stickstoffgehalt das Pepton 
Griibler um das 11,fache iibertraf. Unsere biologischen Versuche 
zeigten, daB Pepton Merck in erheblich geringerer Qualitat erforderlich 
ist, damit das Medium differenzierend wirkt, als Pepton Griibler. Daraus 
schlossen wir, daB der optimale Peptongehalt in umgekehrtem Ver- 
haltnis stehe zu dem Gehalt der Peptone an formoltitrierbarem Amid- 
stickstoff. Je reicher das Pepton an Amidstickstoff, desto geringer ist 
die erforderliche Menge des Peptons fiir die Ausbildung der differen- 
zierenden Wirkung. Ein Uberschu8 an Amidstickstoff ist somit ebenso 
ungiinstig fiir diesen Zweck, wie ein Uberschu8 an Ammoniumsaiz. 
Die Milch hat sehr geringen Gehalt an Amidstickstoff (nach Denis und 
Minot betrigt derselbe 0,026°%, und davon fallen nach unseren Be- 
funden auf formoltitrierbaren Stickstoff 0,005 bis 0,006 °,). 

Diese Tatsachen geben Veranlassung, den Amidstickstoff als 
aktiven Faktor im untersuchten Vorgang anzusprechen. Wie aus 
vorstehenden Ausfiihrungen hervorgeht, ist der Milchzucker gleichfalls 
aktiv an der Entstehung eines differenzierenden Mediums beteiligt. 
Wir sind somit zu der Annahme gedrangt worden, dab das Differen- 
zierungsvermégen der autoklavisierten Milch oder der Seitzschen 
Lésung in seiner Entstehung durch eine Wechselwirkung zwischen 
den Aminogruppen der eiweibfreien Stickstoffsubstanz (Pepton, 
Ammoniumsalze) und dem Milchzucker bedingt ist. Mit anderen 
Worten, wir kamen zu der Auffassung, daB-der differenzierenden Eigen- 
schaft unseres Mediums ein Substrat zugrunde liege, dessen Entstehung 
auf einem chemischen, der Maillardschen Synthese gleichzusetzenden 


Vorgang beruhe!. 


1 Wie bekannt, hat Maillard als einer der ersten melaninaéhnliche Sub- 
stanzen beschrieben, deren Entstehung auf einer Wechselwirkung zwischen 
konzentrierten Glykoselésungen und Aminoséuren beruht (4 Teile Glykose, 
1 Teil Glykokoll in 3 bis 4 Teilen Wasser). Der Ablauf der Reaktionen 
ist in seiner Geschwindigkeit von der Temperatur abhangig. Bei 150° 
verléuft sie rasch, bei 100° langsamer und verlangt einige Tage bei 37°C. 
Die Reaktion fiihrt zu gelbbrauner Faérbung der Lésung. Bei hoher Tem- 
peratur gibt das Kondensationsprodukt eine braune Fallung. Von Zucker- 
arten reagieren die Monosaccharide rascher als die Disaccharide. Von Amino- 
sfuren reagiert am besten das Alanin. Ein besonderes Interesse fiir das 
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In einer zweifachen Versuchsreihe haben wir gepriift, ob diese 
Annahme zutreffend sei. 


Studium der vorliegenden Frage bieten die Angaben Kostytschews und 
Brillants sowie N. Iwanows. Das Studium mikrobiologischer Vorgange ( Assi- 
milation des EiweiSstickstoffs durch Hefe in Gegenwart von Kohlehydraten) 
hat diese Autoren zu der Annahme gefiihrt, daB in der Schlu®Bphase des 
EiweiBabbaues Produkte der Wechselwirkung zwischen Zucker und Amid- 
stickstoff (den Produkten der fermentativen EiweiShydrolyse) zur Ent- 
stehung kommen. Dieser Vorgang soll unabhéngig von der Lebenstatigkeit 
der Hefe verlaufen und nicht an die biologischen fermentativen Prozesse 
gebunden sein. Kostytschew und Brillant haben festgestellt, daB Zusatz 
von Glykose zum Hefeautolysat bei Brutschranktemperatur im Laufe 
einiger Tage zu einer nach Stutzer bestimmbaren Stickstoffanreicherung 
fiihre (vermittelst Faéllung mit Kupferoxydhydrat). In der Annahme, daB 
es sich um einen fermentativ synthetischen ProzeB handele, machten die 
Autoren eine Nachpriifung mit abgekochtem Autolysat, und zwar mit 
dem gleichen Erfolge. Damit war eine fermentative Synthese ausgeschlossen. 
In der Tat gelang es in einem dritten Versuch, ohne Autolysat, jedoch in 
Gegenwart einer Aminoséure, des Glykokolls (4,0 Glykose, 0,5 Glykokoll, 
0,4 (NH,),CO, und 10,0 Wasser), bei 55° ausgefiihrt, in der Lésung nach 
3 Tagen 42 mg Stickstoff nach Stutzer nachzuweisen. Das Hefeautolysat 
in Kostytschews und Brillants Versuchen bildete somit nichts als die Quelle 
des Amidstickstoffs fiir einen nach dem Maillardschen Synthesetyp ver- 
laufenden Vorgang, wobei das Kondensationsprodukt des Amidstickstoffs 
mit Zucker nach Stutzer gefallt wurde. DaB diese Deutung richtig ist, 
zeigen N.Iwanows Befunde. Indem dieser Autor, mit Anlehnung an 
Maillard, in seinen Syntheseversuchen die Verdénderung der chemischen 
Bestandteile quantitativ bestimmte, hat er nachgewiesen, daB 1. der Vorgang 
mit Abnahme der nach Fehling bestimmbaren Zuckermenge einhergeht 
und sogar bei Alkalisierung von Schwinden der Fehlingschen Reaktion 
begleitet ist; 2. das Ansteigen des nach Stutzer durch Cu(OH), fallbaren 
Stickstoffs mit Abnahme des Amidstickstoffsgehalts, bestimmbar nach 
van Slyke einhergeht. Er kommt somit zu dem SchluB, daB bei der Hefe- 
garung des Zuckers in Gegenwart von EiweiSkérpern stickstoffhaltige 
Produkte angereichert werden, denen der EiweiBcharakter abgeht. Diese 
Produkte tragen den Charakter der Huminverbindungen und entstehen 
synthetisch nach dem Maillardschen Prinzip. 

Neuberg und Kobel hatten in mehreren Arbeiten die Wechsel- 
wirkung einiger Zucker (Fructose und Neubergs Hexose-phosphat) und 
einiger Aminosubstanzen (d, |-Alanin, | (+)-Alanin, | (+ )-Aspaginséure, 
a (+)-Glutaminséure, Harnstoff, Thioharnstoff und Argininnitrat) bei 
gewohnlicher Temperatur und neutraler Reaktion griindlich studiert. Es 
hat sich dabei herausgestellt, daB dabei eine sich sofort offenbarende und 
polarimetrisch meBbare Veranderung zustande kommt. Dabei tritt auch 
keinerlei Verfarbung oder Huminbildung ein. Wie Neuberg und Kobel 
hervorgehoben haben, kommt es zu keiner tiefgreifenden Veradnderung 
der beiden Komponenten, sondern es entstehen sogenannte ,,Addukte*. 
DaB dabei keine Synthese zustande kommt, wurde von Newberg und Kobel 
dadurch bewiesen, daB die Kohlehydrate in dem Drehungsénderung auf- 
weisenden Aminoséuren-Zuckergemische von Hefen in normaler Weise 
vergoren werden. Die Autoren kommen daher zu folgendem Schlub: 
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1. Biologische Versuche. 

Diesen liegt folgende UCbherlegung zugrunde: Ist es tatsichlich die 
Wechselwirkung zwischen der Aldehydgruppe des Zuckers und der 
Amidogruppe des nicht an EiweiB gebundenen Stickstoffsubstrats, so 
muB die Maillardsche Synthese in unseren Versuchen auch dann vor 
sich gehen, wenn der Milchzucker durch eine andere Zuckerart, z. B. 
Glykose, und das Pepton bzw. das schwefelsaure Ammonium als N H,- 
Quelle durch irgend eine Aminosaure oder deren Amid ersetzt wird. 
Wir wahlten zu diesem Zwecke Harnstoff als NH,-Quelle. In 
Tabelle III sind die Wachstumsresultate wiedergegeben, auf den auto- 
klavisierten Nahrbéden (11, Atm., 40 Minuten) hergestellt durch 
Mischen gleicher Teile 4°,iger wasseriger Agarlisung mit 0,5°,igem 
NaCl-Gehalt, nach folgenden Kombinationen: 


i a «4 > 8, eo & Sac ee a a sc sete. «+ 
Harnstoff ..... . 0,06 Harnstoff ...... 0,05 
Natr.citric. ..... G2 yy i 
Natr. phosph. ... . 0,05 Natr. phosph. . . . . 0,05 
Aqua dest. ... . . 50,0 Aqus Get. ..... 38 

a 2s 4 we, A Pre tte 
0 ae Ammon. sulf. ... . 0,02 
EEE SaaS Natr.citric. ..... OF 
Natr. phosph. ... . 0,05 Natr. phosph. . . . . 0,05 
Aqua dest. .... . 5,0 Aqua dest. .... . 50,0 


Wie aus Tabelle III hervorgeht, haben sich alle vier Lésungen 
als konstante Differentialnahrbéden bewahrt. Diese Versuche be- 


, Der Hergang der Reaktion ist ganz verschieden von den sonst bekannten 
Umsetzungen der Kohlehydrate mit Aminoséuren oder Harnstoff, die zu 
weitgehenden Zerstérungen der beiden Komponenten fiihren, wie Kohlen- 
séureentwicklung, Ammoniakabspaltung und Huminbildung. Im Gegen- 
satz zu diesen tiefgreifenden Ver&inderungen, die wahrend langerer Ein- 
wirkungsdauer und bei hohen Warmegraden, oft auch bei alkalischer 
Reaktion erzielt sind, stellen sich die von uns beschriebenen Erscheinungen 
augenblicklich und bei gewéhnlicher Temperatur ein.“ 

Die Sonderstellung der Neuberg-Kobelschen Reaktion gegeniiber 
der Maillardschen Synthese ist unter anderem auch damit bewiesen, 
daB die erstere bei Gegenwart von Glucose nicht zustande kommt. 

In den spiéteren Untersuchyngen von Neuberg und Kobdel bei der Ver- 
wendung von Methylglyoxal anstatt Fructose gelang es diesen Autoren 
zu beweisen, daB bei diesen Bedingungen eine tiefgreifende Reaktion vor 
sich geht, die durch rasch einsetzende Verfarbung zutage tritt und durch 
Entwicklung von Kohlendioxyd, Ammoniak und Aldehydbildung be- 
gleitet wird. Diese Fahigkeit des Methylglyoxals, in den Umsatz der 
Aminoséuren einzugreifen, ist auch bei Aminoséureverbiénden sowie bei 
Aminopurinen von Neuberg und Kobel bewiesen. 

Auf Grund dieser Tatsachen sprechen Newberg und Kobel die Meinung aus, 
daB: ,,bei den gewaltsamen Reaktionen zwischen Aminoséuren und héheren 
Zuckerarten in stark alkalischen oder stark sauren Lésungen intermediar 
gebildetes Methylglyoxal das treibende Mittel darstellt.“‘ 
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Tabelle 111. 
Wachstum der Mikroben des Paratyphus B. Schottmiiller und Bac. enterit. 
Breslau auf autoklavisierten Naihrbéden (144 Atm. 1 Stunde lang), her- 
gestellt aus 3 bis 4°,iger wasseriger Agarlésung im Gemisch mit folgenden 





Lésungen. 
Nahrmedien 
Lactose . . 2.0 |Glykose .. 1,0 Pepton .. 007 Ammonsulf. 0.02 
Stamm Harnstoff . 0,05 Harnstoff . 0,05 Glykose .. 10 Glykose . 1,0 


Natr. citric.. 0,2 Natr.citric.. 0.2  Natr.citric . 02 Natr.citric.. 02 
Natr. phosph. 0,05 | Natr. phosph. 0,05 Natr. phosph. 0,05 | Natr. phosph. 0,05 
Aqua dest. . 50.0 | Aqua dest. . 50,0 Aqua dest. . 50,0 Aqua dest. . 50.0 


Paratyphus B 

3947 pend ods ~ 
Paratyphus B. 

Fedorow 

Paratyphus B. 

Gallerte. . .. —_ 

B. enterit. Breslau 


— : a } + 
B. enterit. Breslau 

M.2 yer ger + + j 
B. enterit. Breslau 

B  Gheab acum,‘ + f + + 


kraftigen somit die Annahme, dab das differenzierende Substrat des 
Naihrmediums auf Grund einer Wechselwirkung der Aldehydgruppe 
des Zuckers (Milchzucker oder Glykose) mit der Amidogruppe (Pepton, 
Ammoniumsalz, Harnstoff) entsteht. Damit sich diese Wechselwirkung 
betatigt, ist Autoklavisierung bei 14 Atm. im Laufe von 40 Minuten 
Vorbedingung. Im Gefolge der Autoklavisierung tritt die Aldehyd- 
gruppe des Zuckers in Synthese mit der Amidogruppe der eiweibfreien 
Stickstoffkérper. 

Es lag nun nahe, weiter anzunehmen, da die Aldehydgruppe der 
einfachen Aldehyde, wie Formaldehyd, Acetaldehyd, in unseren Ver- 
suchen mit der NH,-Gruppe bei gewéhnlicher Temperatur und unter 
gewOhnlichem Druck in Wechselwirkung treten kénne. Um die Be- 
rechtigung dieser Annahme zu priifen, stellten wir unter Sterilisierung 
im Kochschen Apparat folgende Lésungen her: 


1. Formaldehyd, 40°,ig . . 0,01 2. Urotropin : (als Kondensations- 
Harnetoff ... . / 2 ie produkt des Formaldehyds mit 
OM EE Ammoniak) 

Natr.phosph. .... . 0,05 no. Cae SS. tk SS 
Aqua dest. .... . . 50,0 Natr.phosph.. .... . 0,05 
RE GAGs ooo tek un & « BS 
0 ern ae ee 
EE. «9g dl a» & hel ei te 6c ne 
i <a « ale eS Te 8 ke 
ee. . ss se es ee 
Rae Gt. re Fie we ER 
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Das quantitative Verhaltnis der Reaktionsstoffe ist empirisch in 
einer Versuchsreihe festgestellt worden. Fiir Natr. citric. und Natr. 
phosph. ist die Quantitat nach der Seitzschen Lésung errechnet. Form- 
aldehyd wurde in sehr geringer Menge zugesetzt, wegen seiner bakteri- 
ziden Wirkung, und entsprechend ist auch die Harnstoffmenge ver- 
ringert. 

Die Priifung obiger Nahrbéden auf ihre Eignung fiir das Wachstum 
Paratyphus B. und Bac. Breslau sind in Tabelle IV _ wieder- 
gegeben. Alle diese Lésungen waren in ihrer Wirkung deutlich und 


konstant differenzierend. 


von 


Tabelle IV. 
Wachstum der Mikroben des Paratyphus B. Schottmiiller und Bac. enterit. 
Breslau auf Nahrbéden, hergestellt aus 3- bis 4 %iger wasseriger Agarlésung 
mit 0,5°,igem NaCl-Gehalt mit folgenden Lésungen (sterilisiert im Koch- 
schen Apparat). 





Nabrmedien 
Formalin. . 0,01 ; > Acetaldebyd 0,1 
Stamm Harnstoff . 0,007 aap wd . —_ Harnstoff . . 0,02 
. on wet Natr. citric. . 0,2 


Natr. citric. 0,2 
Natr. phospb_ 0,05 _— pane. OS Natr. phosph. 0.05 
Aqua dest. . 50.0 NS SHS. « Ty Aqua dest. . 50,0 


Paratyphus B. 3947 . 


- . Fedorow . - 
" » Gallerte. 
B. enterit. Breslau M.1 . + + 
a s . M. 2 : + n 
M.3 . + i. + 


” ” 


Durch diese Versuche kann als gesichert gelten, daB die Natur 
des die Mikroben des Paratyphus B. und Bac. Breslau differen- 
zierenden Substrats auf der Wechselwirkung zwischen Aldehydgruppe 
und NH,-Gruppe beruht. Diese Synthese verlauft, je nach der Natur 
und Kompliziertheit des aldehydhaltigen Substrats, entweder unter 
gewohnlichem Druck oder bei hoher Temperatur (125 bis 130°) und 
unter 1 |, Atm. Druck. In dem letzten Falle war, wie erwaihnt, pq des 
Mediums 6,2 bis 6,6, selbst dann, wenn die Alkaleszenz vor der Auto- 
klavisierung bis auf py = %,0 gebracht war. Das Ergebnis war in dem 
Grade konstant, da unwillkiirlich der Gedanke auftauchte, der Saure- 
grad der Reaktion stehe im Zusammenhang mit dem Differenzierungs- 
vermégen des Mediums. Jedoch, wenn die gleichen Lésungen nicht 
autoklavisiert waren, so wirkten sie, selbst nach Ansiuerung bis zu 
pu = 6,2 bis 6,4 gar nicht differenzierend. Sowohl Paratyphus B. 
wie Bac. Breslau gaben in den ersten Tagen das gleiche Wachstum, 
wie auf gewohnlichem Milchagar. Damit schien der Beweis erbracht, 
daB py des Mediums nicht die Ursache der Entstehung des differen- 
zierenden Substrats, sondern lediglich eine Begleiterscheinung ist. 








437 


Biochemische Natur der Mikroben des Paratyvphus B. usw. 
YI 


Immerhin hatte sich dieser Auffassung ganz unerwartet einer der 
Kontrollversuche entgegengestellt. Bei dieser Gelegenheit hatte sich 
ergeben, daB ein autoklavisiertes, differenzierend wirkendes Medium 
mit pu = 6,2 bis 6,6 diese Eigenschaft einbiiBt, wenn vermittelst Na OH- 
Zusatz py auf 7,8 bis 8,0 gebracht ist, mit nachfolgender Sterilisierung 
im Kochschen Apparat. Alle Mikroben gaben dann das gleiche intensive 
Wachstum in 24 Stunden. Eine Erklirung dieser Tatsache fanden wir 
in der Analyse der Bestandteile des Differenzierungssubstrats vor und 
nach der Autoklavisierung. 


2. Chemische Versuche. 


An die chemische Analyse gingen wir im AnschluB an folgende 
biologisch festgestellte Tatsachen: a) Die differenzierende Wirkung der 
erwahnten Lésungen ist eng an die Wechselwirkung zwischen der 
NH,-Gruppe (Amidstickstoff des Peptons, Harnstoffs bzw. 
Ammoniumsalzes) und der Aldehydgruppe der einfachen Aldehyde 
oder Zuckerarten gebunden. Im ersten Falle verliiuft die Reaktion 
bei gewohnlicher Temperatur unter normalem Druck, im zweiten ist 
fiir den Ablauf der Reaktion ein Druck von 11 Atm. erforderlich, 


des 


Tabelle V. 


Ergebnisse der quantitativen, chemischen Analyse des Zuckers und der 
albuminfreien Substrate in ihrer Beteiligung an der Entstehung des diffe- 





renzierenden Substrats im ProzeB des Autoklavisierens. 





Gewichts- Pepton 0,07"), as Harnstoff 0,04°/, 
teile: Glykose 1 °/, Glykose 1 o1 Glykose 0,4°/, 
} Vor dem Nach dem 
i Sal aw é Auf iibliche Autoklavisieren Autoklavisieren 
idee Gana Weise mit NaOH bis mit NaOH bis 
Gblichen Quantiti hergestellt mu Py = 80 wu Py = 80 
alkalisiert alkalisiert 
Vor dem Formol- Ammoniak Harnstoff Harnstoff Harnstoff 
Autokla-  titrierbarer nach Kriiger nach Borodin nach Borodin nach Borodia 
visieren Stigkstoff 0,013 % 0,034 % 0,034 % 0,034 % 


0,506 % 


Glykose nach 


Glykose nach 


Glykose nach 


Glykose nach 


Glykose nach 


Hagedorn Hagedorn Hagedorn Hagedorn Hagedorn 
Jensen 0,97 % 0,35 % 0,35 %, 0,35 % 
0.990 

92 % 

Nach dem Formol- Ammoniak Harnstoff Harnstoff 0 | Harnstoff 
Autokla- ‘titrierbarer nach Ariiger nach Borodin nach Borodin 
visieren Stickstoff 0,005 % 0,015 % 0,084 °%, 

0,008 % 





Glykose nach 
Hagedorn 


Jensen 
0,26 % 


Glykose nach 
Hagedorn 
0.26 %, 


Glykose nach 
Hagedorn 
017° 


o 


Glykose 0 


Glykose nach 
Hagedorn 
0.35 °% 
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bei 7° = 125 bis 130°. b) Wird eine Zuckerlésung im Gemisch mit 
dem wasserléslichen NH,-haltigen Substrat ohne Zusatz von Salzen 
autoklavisiert und das Natriumcitrat und Natriumphosphat nachher 
zugesetzt, so geht der Lisung eine differenzierende Wirkung ab. 
Andererseits geniigt es, die Autoklavisierung in Gegenwart eines der 
Salze, sei es das Citrat oder das Phosphat, auszufiihren, damit die 
Synthese des differenzierenden Substrats aus dem Zucker und dem 
NH, der eiweiBfreien Stickstoffkérper zustande kommt. c) Wird die 
autoklavisierte, differenzierend wirkende Lésung bis zu py = 7,8 
bis 8,0 alkalisiert, so verliert sie diese Eigenschaft. Das weist auf die 
Inkonstanz des Differenzierungssubstrats hin bei den vorliegenden 
Ablaufsbedingungen der Synthese und auf seine Reversibilitat unter 
Atzalkaliwirkung beim Erhitzen. 

Wie schon erwihnt, bestand die chemische Analyse der Wechsel- 
wirkung des Zuckers auf die NH,-haltigen eiweiSfreien Stickstoff- 
substanzen (Pepton, Harnstoff, Ammoniumsulfat) in quantitativer 
Bestimmung der Reagenzien vor und nach dem Autoklavisieren. Nach- 
folgende Léisungen wurden quantitativ analysiert (Tabelle V1): 


Tabelle VI. 


PSE en ek eee 0,07 
A Pe aes ee eee 1,0 
A a ee ee 0,2 
oo 216s 66 fee 0,05 
|”? 

ONS See ee 
Eee ea eee ee ae, 
TE ar ae ae 0,2 
NOE Bee eae ae 
RUE Qtek on 

nc co. + 4 4 ees 2% 0,4 
ME sis pte 8 we eo eo ee 8 0,4 
tw a ee ae 0,2 
SNS. o's ky Meee ks 
De Ao ss re ee he kt 


Der Amidstickstoff des Peptons wurde vermittelst Formoltitrierung 
nach Sérensen, die Glykose nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Der 
Harnstoff wurde gasometrisch nach Borodin mit folgenden Abweichungen 
bestimmt: Bei der Fiillung des Apparats wurde die gesittigte Salz- 
lésung durch Quecksilber ersetzt; die Bromlauge wurde immer ex 
tempore frisch bereitet nach der Vorschrift von Carneiko Felippe (zwei 
Lisungen: Lésung A enthalt Na Br 100,0, Br 25,0, Aqua dest. 750,0. 
Lisung B enthalt NaOH 100,0, Aqua dest. 250,0. Man nimmt Lésung A 
3 Teile und Lésung B 1 Teil). Das Ammoniak wurde vermittelst Vakuum- 
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destillation nach Kriiger bestimmt, wobei der Rezipient mit einer 
Lésung des Nesslerreaktivs, 1 ccm in 20 cem Wasser, versorgt war. 
Nach AbschluB der Destillation wurde das Ammoniak quantitativ auf 
kolorimetrischem Wege mit dem Dubosqueschen Apparat bestimmt. 

Aus den Ergebnissen der chemischen Analyse (8. Tabelle V1) geht 
hervor, daB in allen Fallen nach der Autoklavisierung beide Ingre- 
dienzien (eiweibfreier Stickstoffkérper und Zucker) an Menge be- 
trichtlich abgenommen hatten und in derjenigen Portion, welche vor 
dem Autoklavisieren bis zum py = 8,0 alkalisiert war, Harnstoff und 
Glykose nicht mehr bestimmbar waren. Die nach dem Autoklavisieren 
bis zu pu = 8.0 alkalisierte Harnstoff-Glykoselésung (vermittelst Zusatz 
von Normalnatronlauge unter Erhitzen bis zum Siedepunkt) gab die 
gleichen Zahlenwerte fiir Harnstoff und Glykose, wie diejenigen, welche 
eine nicht autoklavisierte Lésung beider Substanzen gegeben hatte. 
Daraus folgt mit Sicherheit, daB unter den gegebenen Verhaltnissen 
der Synthese (Autoklavisierung im Laufe von 40 Minuten bei 1! Atm.) 
leichte Reversibilitat des Kondensationsproduktes ‘der Glykose und 
des Harnstoffs vorgelegen hatte. Daneben scheint es, da’ dieses Kon- 
densationsprodukt unter dem EinfluB des Atzalkalis und der Siedehitze 
riickhydrolysiert wurde. 

Die Ergebnisse der chemischen Analyse bestatigen somit gleich- 
falls unsere hypothetische Annahme, dab der Entstehungsvorgang des 
Differenzierungssubstrats der Maillardschen Synthese gleichkommt. 

Worin mag nun das biologische Wesen dieser Differenziation 
bestehen? Alle vorstehend erwiahnten biologischen und chemischen 
Versuche fiihren zu der Auffassung, daB die Entstehung des Differen- 
zierungssubstrats ein Ergebnis der Wechselwirkung der Aldehydgruppe 
auf die NH,-Gruppe ist. Da liegt die Frage auf der Hand, ob nicht 
die Wachstumshemmung der Mikroben des Paratyphus B. Schott- 
miiller durch die Wechselwirkung dieser beiden chemischen Gruppen 
aufeinander bedingt ist‘ Wir machten Versuche mit Zusatz zu ge- 
wohnlichem Milchagar autoklavisierter Differenzierungslésungen (z. B. 
Glykose-Ammoniumsulfat) oder ohne Druckeinwirkung synthesierter 
Lésungen (Formalin-Harnstoff) mit dem Ergebnis, daB keine dieser 
Lésungen beim Zusatz zu Milchagar das Wachstum der Paratyphus 
B.- Mikroben hemmte. Es ist somit nicht angingig, von einer 
hemmenden Wirkung des differenzierenden Substrats zu sprechen, und 
die Ursache des ausbleibenden Wachstums der Mikroben des Paratyphus 
B. auf autoklavisiertem Milchagar, sowie auf unseren synthetisierten 
Medien, ist im ungeniigenden Nahrwert der Medien zu suchen. In 
dem Bestande der erwihnten Lésungen, zur Differenzierung der 
Mikroben des Paratyphus B. und Bac. Breslau, ist in geniigendem 
Mabe dem Salz- und Kohlenstoffbedarf der Mikroben (Kochsalz, 
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Natriumphosphat und Natriumcitrat) Rechnung getragen, dagegen 
bilden die eiweibfreien Stickstoffsubstanzen, wie Pepton, Harnstoff 
bzw. Ammoniumsalze, die einzige Stickstoffquelle. Unter der Ein- 
wirkung der Autoklavisierung oder der Erhitzung bis zu 100° wird 
dieser Stickstoff im Ergebnis der Maillardschen Synthese zu einem 
Bestandteil des komplizierten Produkts seiner Kondensation mit 
Zucker oder Aldehyd. Da ist es verstandlich, daB auch seine Assimilier- 
barkeit verandert wird. In der Tat hat schon N. Jwanow und vor ihm 
Adolf Mayer diese Farge aufgeworfen, als sie die Stickstoffbindung 
durch Hefe in Gegenwart von Zucker in Angriff nahmen. Adolf Mayer, 
ohne auf das Wesen der neuen, durch Kupferoxydhydrat fallbaren, 
bei der Hefegirung von Kohlehydraten in Gegenwart von Albuminen 
entstehenden Stickstoffprodukte einzugehen, bemerkt hierzu, daB diese 
Produkte von der Hefe nicht assimiliert werden, und nennt sie Garungs- 
exkremente. Damit betont er die an die Lebenstatigkeit der Zelle 
gebundene Herkunft dieser Produkte. Dagegen lehnt es \. /wanow, 
wie erwahnt, ab, und zwar auf Grund seiner eingehenden Analyse der 
chemischen Wesenheit dieser Produkte, deren Zusammenhang mit 
der Lebenstitigkeit der Hefe anzuerkennen ist. Ihr Entstehungs- 
typus sei die Maillardsche Synthese, sie trage den Charakter der 
Huminverbindungen und widerstehe der Einwirkung des proteoly- 
tischen Hefeferments. Daher kénnen diese Produkte fiir die Hefe- 
ernahrung nicht als Stickstoffquelle dienen. 

Es ist leicht méglich, daB das Kondensationsprodukt im Gefolge 
unserer Synthese eine ebensowenig assimilierbare Stickstoffsubstanz 
fiir die Mikroben des Paratyphus B. Schottmiiller ist und umgekehrt 
fiir Bac. Breslau eine durchaus brauchbare Stickstoffquelle bildet. 
Diese Hypothese gibt neue Aussichtspunkte fiir das Studium des 
Stickstoffumsatzes bei den Mikroben der Typhus-Paratyphusgruppe. 
Hier beschrinken wir uns darauf, einige theoretische Verallgemeine- 
rungen der festgestellten Tatsachen zu machen und daraus die praktisch 
verwendbaren SchluBfolgerungen zu suchen. 

A. Theoretische Verallgemeinerungen: 1. Die Autoklavisierung der 
Milch oder der Seitzschen Lésung fiihrt zu einer Kondensation des 
Amidstickstoffs mit Zucker, nach dem Typ der Maillardschen Synthese. 
2. Diese Synthese findet statt auch bei der Wechselwirkung einfacher 
Aldehyde auf Amidstickstoff, unter gewéhnlichem Druck und bei 
gewohnlicher Temperatur. 3. Das aus dieser Synthese hervorgehende 
Kondensationsprodukt ist wahrscheinlich ein huminahnlicher Korper, 
dessen Stickstoff iiberhaupt fiir Mikroorganismen schwer assimilierbar 
ist. 4. Die Differenzierung der Mikroben des Paratyphus B. und 
Bac. Breslau vermittelst dieser Substanz beruht wahrscheinlich darauf, 
daB die Mikroben des Paratyphus B. Schottmiiller den Stickstoff 
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aus dieser Verbindung nicht zu assimilieren vermégen, wahrend er fiir 
Bac. enterit. Breslau assimilierbar ist. 

B. Praktische Schliisse. Fiir die Differenzierung der Mikroben 
des Paratyphus B. und Bac. Breslau bringen wir zwei Arten von 
Medien in Vorschlag, 1. autoklavisiert und 2. nicht autoklavisiert 

Das Autoklavisierte in folgender Zusammenstellung : 


warn 36 _ | Mischen mit 50 cem 4 Yoiger wilsseriger Agar- 
Nat * citric. 4% 0.2 losung mit 0,5 Yoigem NaCl-Gehalt. Auto 
Mate. phosph.. 665 klavisieren im Laufe von 40 Minuten bis 
Aqua dest. . . 50,0 1 Stunde bei 14 Atm. (125 bis 127°). 


Das nicht autoklavisierte (im Kochschen Apparat sterilisierte) mit 
folgendem Bestande: 


Acetaldehyd . 0,1 


mstoff. . . 0,02 : — . = : 
Harnetott | Mischen mit 50 ccm 4 %iger wasseriger Agar- 


Natr.citric.. . 0,2 " , are : 

‘ : lés 0,5°,igem NaCl-Ge . 
Natr.phosph.. 0,05 ésung mit 0,5°,igem NaCl-Gehalt 
Aqua dest. . . 50,0 


Zum SchluB sagen wir Herrn Dr. O. Hartoch besten Dank fiir seine 
freundliche Leitung bei den bakteriologischen Versuchen. 
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Untersuchungen iiber die Reaktion der Gewebe. 


Von 


A. B. Carlstrém, R. Ege und VY. Henriques. 
(Aus dem Physiologischen Laboratorium der Kopenhagener Universitat.) 
(Eingegangen am 14. Mai 1928.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Unsere Kenntnisse hinsichtlich der Reaktion des Blutes haben 
wihrend der letzten 10 Jahre sehr erhebliche Fortschritte gemacht, 
und die zur Anwendung gebrachten Methoden sind derart griindlich 
durchgepriift worden, daB wir nunmehr die aktuelle Reaktion des 
Blutes sowohl unter normalen als unter verschiedenen pathologischen 
Umstinden ziemlich genau kennen. 

Andererseits ist unser Wissen iiber die Reaktion der Gewebe noch 
sehr spirlich, obwohl es in mancherlei Beziehung von gréiBter Be- 
deutung sein wiirde, die Reaktion eben dieser zu kennen, wahrend 
der Reaktionsbestimmung des Blutes fiir die Lésung der betreffenden 
Fragen nur eine zweifelhafte Rolle beigemessen werden darf. 

So ergibt sich z. B. aus einer Reihe von Untersuchungen der letzten 
Jahre, daB die Winterstein-Hasselbalchsche Theorie von der Reaktion des 
Blutes als automatischer Regulator der Atmung nicht durchaus stichhaltig 
ist’, vielmehr entsteht wie insbesondere von Wéinterstein hervor- 
gehoben — die Frage, ob nicht etwa die dieser Theorie entgegentretenden 
Schwierigkeiten durch die Hypothese zu beseitigen sein wiirden, daB eben 
die Reaktion innerhalb des Atmungszentrums der ausschlaggebende 
Faktor sei. 

Zwecks einer direkt experimentellen Beantwortung dieser Frage 
haben wir uns gedacht, die Reaktion der Gewebe unter verschiedenen 
Verhaltnissen zu bestimmen. 

Aus den friiheren Untersuchungen iiber die Reaktion der Gewebe, 
insbesondere der Muskeln, seien diejenigen von Porcelli-Titone (1) und 
Galeotti (2) genannt; diese Forscher arbeiteten jedoch mit isolierten Muskeln 
und haben auf diesem Gebiete nachgewiesen, daB die Wasserstoffionen- 


1 S. unter anderen R. Ege und V. Henriques, diese Zeitschr. 176, 1926. 
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konzentration wahrend der Muskelarbeit sehr erheblich steigen mag. und 
zwar bis zum Sechsfachen des Ruhewertes. 

Von gréBerem Interesse fiir die natiirliche Reaktion der Gewebe sind 
die mittels einer ins lebende CGewebe eingefiihrten Platinelektrode von 
H. Schade, P. Neukirch und <A. Halpert (3) angestellten Untersuchungen. 
Wahrend der Bestimmung wird die Elektrode von einer Wasserstoff 
Kohlenséuremischung durchstrémt (40 mm CO,-Spannung), so dab nicht 
die aktuelle, sondern vielmehr die reduzierte Wasserstoffionenkonzent ration 
des Gewebes Gegenstand der Messung wird. 

Es werden, was die Muskeln betrifft, zwei Versuche angefiihrt, und 
zwar mit einem py von 7,44 bzw. 7,17 bei Ruhe und 6,69 bzw. 6,90 bei 
maximaler Arbeit; die Messungen beziehen sich indessen nicht auf die 
Reaktion des eigentlichen Muskelgewebes, sondern auf diejenige des inter 
muskularen Bindegewebes. Ritchie (4), dessen Methode keine absoluten 
Werte liefert, gelangt zu dem Ergebnis, dai eine einzelne Muskelkon- 
traktion keine nachweisbare Reaktionsénderung herbeifiihrt. Die jiingsten 
Untersuchungen der Reaktion der Muskelgewebe sind von Furusawa und 
Phyllis M. T. Kerridge (5) angestellt, welche sich dabei einer von Mrs. 
Kerridge (6) (7) konstruierten Glaselektrode bedienen. 


Ergebnisse von Furusawa und Kerridge: 


Muhemdo Miusmem . 2. 1 3 ts te tt ww 6,89 (bei 37°) 
Ermiidete Muskeln. ........ + 9H 6,11 
a ae a en ee 5,87 


Auberdem haben die genannten Forscher die Pufferkurve der Muskeln 
(der Katze) bestimmt. 


Die hier vorliegende Arbeit bezweckt hauptsachlich die Aufstellung 
einer Methode zur Bestimmung der natiirlichen Reaktion der Gewebe. 

Wir bemiihten uns urspriinglich um die Aufstellung einer kolori- 
metrischen Methode; nachdem wir aber die Untersuchungen von 
Mrs. Kerridge iiber die Glaselektrode kennen gelernt hatten, haben wir 
uns bei unseren Versuchen vorwiegend einer genauen Nachpriifung 
dieser Methode gewidmet. 

Einer Reaktionsbestimmung der Gewebe stellt sich ganz sach- 
gemaB eine Reihe von Schwierigkeiten entgegen, und zwar herriihrend 
von 1. dem Kohlensaureverlust, 2. der Konsistenz der Gewebe, 3. dem 
Stoffwechsel der Gewebe, welche Faktoren wahrend und nach der 
Herausnahme des zu untersuchenden Gewebes aus dem Organismus 
in der Reaktion desselben gewisse Anderungen herbeifiihren mégen. 

Die erstgenannte dieser Schwierigkeiten macht sich in noch hédherem 
Grade bei der Reaktionsbestimmung des Blutes geltend ; diese Schwierig- 
keit hat man aber jetzt zu beseitigen gelernt. 

Um die aktuelle .,durchschnittliche’’ Reaktion des Gewebes an 
sich ermitteln zu kénnen und nicht blob die Reaktion des zwischen 
den Gewebszellen befindlichen Blutes bzw. der Gewebsfliissigkeit, haben 
wir eine griindliche Feinzerteilung des Gewebes fiir erforderlich gehalten. 


29 * 
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Diese Feinzerteilung mu derart erfolgen, dab ein Kohlensiiureverlust 
soweit wie modglich verhiitet wird. 


Wir haben zu diesem Zwecke eine kleine Fleischmaschine her- 
gestellt, deren Konstruktion und Betrieb am deutlichsten aus der 
Abbildung ersichtlich ist. 


Kin gewisser Kohlensiureverlust, 
unter anderem bei der Uberfiihrung des 
dem Tiere entnommenen Gewebes in 
die Fleischmaschine, laBt sich allerdings 
nicht giinzlich vermeiden: der hieraus 
entstehende Fehler wird indessen kaum 
_ von Belang sein, indem der Unterschied 
zwischen der Reaktion der Muskeln, 
bestimmt bei normaler Kohlensaure- 
spannung sowie nach Entfernung der 
gesamten Kohlensiure mittels Wasser- 
stoffdurchleitung, nur ungefahr 0,16 
Cy in py betragt; der etwaige _hier- 

von herriihrende Fehler’ wird _ be- 

wirken, dab ein klein wenig zu _ al- 
ie 5 kalische Reaktionen ermittelt werden 


Abb. 1 mogen. 














Die dritte und zweifellos gréBte Schwierigkeit bei der Bestimmung 

der urspriinglichen Reaktion des Gewebes entstammt den postmortalen 
teaktionsinderungen. Bei der Herausnahme des Gewebes aus dem 
Tiere bzw. wihrend dessen Feinzerteilung ist niaimlich der Kreislauf 
aufgehoben, und wir stehen einem rein anoxybiotischen Stoffwechsel 
gegeniiber, was, im Verfolg unseres Wissens. auf die Herbeifiihrung 
von Reaktionsverschiebungen, insbesondere nach der sauren Seite 
hin, schlieBen abt. 

Im nachstehenden wird erértert, wie wir diese postmortalen 
Anderungen abzuschwiachen bzw. deren EinfluB8 derart zu kontrollieren 
vermoégen, da wir imstande sind, die durch sie entstandenen Irrtiimer 
zu korrigieren und dadurch fiir die normale Reaktion des Gewebes 


ein Mal zu gewinnen. 


Die kolorimetrische Methode zur Bestimmung der Reaktion des Gewebes. 


Wenn es bei Feinzerteilung des Gewebes unter Paraffin gelungen 
ist, einen Kohlensiureverlust teilweise zu verhiiten, wird sich eine 
kolorimetrische Reaktionsbestimmung ad modum Cullen (8) leicht 


bewerkstelligen lassen. 
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Die kolorimetrische Methode bietet den groBen Vorzug dar, dab 
sie sehr einfach ist und keine besondere Apparatur beansprucht ; leider 
aber haften dieser Methode ziemlich betriachtliche Fehler (Eiweib-, 
Salzfehler) an, so daB sie sich bei exakten Bestimmungen nur benutzen 
laBt, wenn die Méglichkeit vorhanden ist, mit Bezug auf diese Fehler 
Korrektionen durchzufiihren. 


Methodik. 


In der kleinen Fleischmaschine, welche in 20cem CO,-freiem aut 
Pu 7.0 eingestelltem 0.9 ° igen NaCl eingetaucht steht, werden ungefahr 
5g Gewebe gemahlen. Die Kochsalzlésung ist von einer dicken Paraffin- 
schicht iiberdeckt. Die 20cem der auf ungefahr 0° abgekiihlten NaCl 
Lésung sind in emem Zentrifugenglas abgemessen und letzteres in einer 
Kaltemischung bei ungefahi * 3° hin- 
gestellt (Abb. 2). Sofort nachdem das 
Gewebe durch die Maschine gemahlen ist, 
und zwar spitestens 5 Minuten nach det 
Herausnahme des Gewebes, werden die fein 
zerteilten Elemente abzentrifugiert: det 
klaren Fliissigkeit werden mittels Pipette 
zwei Proben von je 5cem entnommen, von 
welchen die eine zur Elimination der Eigen- 
farbe der Probe dient, die andere, welche 
die eigentliche Probe darstellt, wird in ein 
die Indikatorlésung (Brom-Thymolblau) und 
Paraffin enthaltendes Glas hintibergeleitet. 

Nach Aufwaérmung der Probe auf 18° 
wird die Reaktion bestimmt. 

Fiir die Bestimmung der urspriinglichen 
Reaktion der Gewebe ist es von grober 
fie Abzentrifugierung det 








Bedeutung, dab « 
CGewebselemente nach Eintritt des Gleich- 




















gewichts zwischen Gewebe und Fliissigkeit 





moéglichst eilig und mdglichst griindlich 
erfolgt; solange namlich noch Gewebs- 
elemente vorhanden sind, wird fortwahrend | . 
eine Milchsaéurebildung vor sich gehen, be- \ea i Jj 


sonders, falls man genétigt ist, bei Zimmer- 

















Abb. 2. 
temperatur oder etwa bei noch héherer A 


Temperatur zu arbeiten. Diese Milchsaéure- 
bildung bzw. die aus derselben hervorgehende Reaktionsverschiebung ist 
indessen nicht in meBbarem Grade in der Fliissigkeit zu spiiren, wenn 
die Gewebselemente mittels Zentrifugierung beiseite geschafft worden sind. 
Aus némlichem Grunde braucht man auch nur, solange das Gewebe in det 
Fliissigkeit aufgeschlemmt vorhanden ist, die Temperatur moéglichst niedrig 
zu halten oder das ganze Verfahren mdglichst zu beschleunigen; sobald 
die Abzentrifugierung génzlich vollbracht ist, mag man die Probe langere 
Zeit hindurch, selbst bei Zimmertemperatur ohne Gefahr einer Reaktions- 
verschiebung stehen lassen. 

Bei der kolorimetrischen Reaktionsbestimmung hat uns ein Bjerrum- 
Arrhenius-Doppelkeilkolorimeter viel Niitzliches geleistet. Bei Benutzung 
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desselben bleibt uns die Verwendung von Pufferlésungen génzlich erspart. 
Die ermittelten Werte sind Durchschnittswerte einer groBben Anzahl Einzel- 
ablesungen (gewohnlich haben drei bis vier Personen je fiinf Ablesungen 
vorgenommen ). Der zufillige Mittelfehler im Durchschnittswert wird 
deshalb unbetréachtlich (unter 0,01). 

Andererseits ist aber die kolorimetrische Bestimmung mit ziemlich 
betrachtlichen systematischen Fehlern behaftet, und mit Rezug auf diese 
mul korrigiert werden; unter diesen Fehlern sehen wir einstweilen von 
denjenigen ab, die etwa der Verdiinnung des Gewebes (ungefahr 1: 5), post- 
mortalen Reaktionsverschiebungen, sowie Temperaturinderungen zu ver- 
danken sind. 
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Abb. 3. 
Kurve uber Relation zwischen Eiweifgehalt und Korrektion bei kolorimetrischer PyBe- 
stimmung. 1 Refraktometerskalateil (Abszissenachse) = ungefahr 0,2 °/, geléster Eiweifstoff. 


Auf die Bedeutung dieser Faktoren werden wir spaéter zuriickkommen, 
waihrend wir in erster Reihe den der kolorimetrischen Methode an sich 
anhaftenden Fehler erértern werden. 

Der der kolorimetrischen Methode innewohnende Fehler ist derart 
kontrolliert worden, daB wir Bestimmungen der genau gleichen Lésung 
sowohl mittels Kolorimetrie als mit gewéhnlicher Elektrometrie mit 
Wasserstoffdurchleitung vorgenommen haben. 

Die mittels Elektrometrie (bei Wasserstoffdurchblasen) vorgenommene 
Reaktionsbestimmung des Gewebsextraktes laBt sich nicht als Methode zur 
Untersuchung der Reaktion der Gewebe verwenden (diese Bestimmung hat 
némlich auf die Reaktion des kohlensdurefreien Gewebes Bezug), sondern 
lediglich zwecks Bestimmung der bei der auf kolorimetrischem Wege er- 
mittelten Reaktion einzufiihrenden Korrektion. 

Da die ermittelte Korrektion wie aus Sonderversuchen hervor- 
zugehen scheint von der Reaktion unabhangig ist, wird man durch 
Eintiihrung derselben in einer urspriinglich kolorimetrischen Reaktions- 
bestimmung ein Ma® fiir die Reaktion der Gewebe gewinnen. 


Das Verfahren wird am deutlichsten durch ein Beispiel erléutert : 


Sofortige kolorimetrische Bestimmung von Muskelgewebsextrakt (die 
Gewebselemente nach dem Verlauf von 4% Minuten abzentrifugiert): 


Pu 6.67. 
Elektrometrie der gleichen Probe bei Wasserstoffdurchlassen : py 7,19. 
Kolorimetrie der namlichen CO,-freien Probe: py 6,83. 


Die zwecks Ermittlung des aktuellen Wertes dem kolorimetrisch 
bestimmten Wert zu addierende Korrektion 0,36. 
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Wassersto/fionenerponent der Muskelprobe mittels Kolorimetrie durch 
die préformierte CO,-Spannung bestimmt und unter Beriicksichtigung 


des ermittelten Korrektionsfaktors korrigiert: px 6,67 0,36 7,03. 
Die Differenz zwischen der letzteren und der ersteren kolorimetrischen 
Bestimmung: 6,83 — 6,67 0,16 ist auf die Austreibung der Kohlenséure 


zuriickzufiihren. 

Die Austreibung der Kohlenséure ist fiir die Reaktion der Muskeln 
offenbar bei weitem nicht so maBgebend wie fiir die Reaktion des Blutes, 
indem jene vorwiegend durch Phosphate und Eiweibstotfe bedingt ist. 

Falls man bei jedem einzelnen Falle in der hier angegebenen Weise 
den aus der kolorimetrischen Methode hervorgehenden Fehler feststellt, 
laBt sich die Reaktion des Gewebes bei dessen normaler CO,-Spannung 
ermitteln (derartige Werte sind aus der Tabelle I ersichtlich). Die Methode 
ist jedoch ziemlich weitléufig, weshalb uns daran gelegen war, die Ab- 
hangigkeit der Korrektion von verschiedenen Faktoren nachzuspiiren; 
am nachsten lag die Annahme, die Korrektion mége 1. von der Reaktion, 
2. von der EiweiBkonzentration abhangig sein. 

Sonderversuche deuten darauf hin, daB die Korrektion von der Reaktion 
unabhangig sei. 

Dahingegen erwies sich, daB die Héhe der Korrektion mit dem Gehalt 
des Extrakts an Eiwei®stoff zunahm. 

Der EiweiBgehalt wurde mittels Refraktometrie bestimmt. 

Die Abb. 3 zeigt die Relation zwischen dem an der Abszissenachse in 
Refraktometerskalenteilen abgesetzten EiweiBgehalt und der Hoéhe det 
Korrektion. Bei schwachen EiweiBkonzentrationen scheint zwischen Kon- 
zentration und Héhe der Korrektion kein geregeltes Verhaltnis zu bestehen ; 
wenn man dagegen auf das Vorhandensein eines nicht zu geringfiigigen 
EiweiBgehalts bedacht ist, hat man denselben zu bestimmen, und man 
kann dann mittels der aufgestellten Kurve die dem auf kolorimetrischem 
Wege ermittelten py zu addierende Korrektion ablesen. 

Die kolorimetrische Methode leidet jedoch an wesentlichen Unvoll- 
kommenheiten (weshalb wir, nachdem wir die Glaselektrode kennenlernten, 
mit ersterer nicht weiter arbeiteten). Wir mdchten indessen eine Dar 
stellung unserer Untersuchungen dennoch nicht unterlassen, teils weil wit 
nachzuwejsen wiinschen, daB die kolorimetrische Methode allerdings ver- 
wendbar ist, teils aber auch, weil unsere Versuche unseres Erachtens dartun, 
daB man sich dieser Methode nicht ohne gewisse Beschrankungen be- 
dienen kann. 

Solange néamlich kein Kontrollversuch angestellt worden ist, werden 
sich wie tibrigens bereits wohlbekannt bei der kolorimetrischen Be 
stimmung ziemlich betrachtliche Irrtiimer ergeben kénnen. Dieser Umstand 
sei hier hervorgehoben, weil derselbe unseres Erachtens fiir die Bewertung 
der interessanten, von Roux (9%) und dessen Mitarbeitern (9) tiber die 
Reaktion der Gewebe angestellten Versuche von Bedeutung ist; diese 
Forscher injizieren die Indikatorlésung in das lebende Tier und bestimmen 
die Reaktion des subkutanen Gewebes aus den von den verschiedenen 
Geweben angenommenen Farbungen. 

Da uns die kolorimetrische Methode nicht véllig Geniige leistete, 
versuchten wir, uns der Chinhydronelektrode von Biilmann zu bedienen; 


diese Methode wiirde ja namlich, falls sie sich verwenden liebe, unserem 
Zwecke vorziiglich dienen. Da indessen in den Muskeln Hamoglobin vor- 
handen ist, und da eine allerdings geringfiigige Hamolyse des im Gewebe 
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enthaltenen Blutes sich kaum verhiiten l4Bt, waren wir von vornherein 
darauf vorbereitet, dab die Methode hier nicht ohne weiteres verwendbar 
sein wiirde, indem die sich Plasma oder Serum gegeniiber als ausgezeichnet 
hewabrenden Methoden von Cullen und Biilmann (10) bei Vorhandensein 
einer auch nur ganz geringfiigigen Hamolyse versagen; so erwies sich denn 
auch, dali auf diesem Wege kein konstantes Potential erreichbar war, 
und wir haben deshalb die Sache nicht weiter vertfolgt. 


Untersuchungen mittels Glaselektrode. 

Wenn zwei Lésungen mit verschiedener Reaktion durch eine 
diinne Glaswand von einander getrennt sind, wird man durch Ableitung 
aus beiden Lésungen die elektromotorische Kraft des Systems messen 
kénnen; dieselbe wird sich von der Differenz zwischen den Reaktionen 
der beiden Lésungen direkt abhingig erweisen. 

Die sogenannte, zum erstenmal von Cremer und Haber untersuchte 
Glaselektrode hat innerhalb der Physiologie wahrscheinlich wegen 
einer Reihe sowohl technischer als theoretischer Schwierigkeiten 
bisher keinen nennenswerten Eingang gewonnen. Es scheint indessen, 
als ob diese Schwierigkeiten durch die Anordnung von Mrs. Kerridge (7) 
beseitigt worden sind. 

Wir haben bei unseren Versuchen die Methodik von Mrs. Kerridge 
genau befolgt und kénnen uns deshalb mit einem Hinweis auf dieselbe 
begniigen. 

Als Nullpunktsapparat haben wir uns eines Lindemann-Elektro- 
meters bedient (speziell sensitiv). 

Bei Ausrechnung des Ergebnisses mag man sich entweder der 
Formeln (1. ¢.) bedienen oder die Bestimmung von zwei (eventuell von 
nur einer) auf jeder Seite des betreffenden Arbeitsgebietes liegenden 
Pufferlésungen vornehmen, und zwar bei Durchfiihrung von gerad- 
liniger Interpolation. Letzteres Verfahren liefert die zuverlassigsten 
Ergebnisse, indem etwaige Diffusionspotentialen aus der Kalomel- 
elektrode usw. entstammende Fehler durch dasselbe forteliminiert 
werden. 

Man arbeitet in der besagten Weise mit einem in py nur selten 
0.03 iibersteigenden Versuchsfehler. 

Wir haben die Methode durch Messungen einer Reihe von Puffer- 
lisungen mit bekannter Reaktion kontrolliert, und zwar teils Sdérensens 
Phosphatmischungen (KH,PO, und Na,HPO,), teils eine Reihe 
von natriumfreien Pufferlésungen, indem Messungen mittels Glas- 
elektrode angeblichermaBen einem EinfluB seitens des Natriumgehalts 
der Lésung unterliegen sollen ; wir haben zu diesem Zwecke teils Phthalat- 
Salzsiiuremischung (Clark), teils KH,PO,KOH-Mischung verwendet, 
sind indessen in beiden Fallen zu Ergebnissen gelangt, die mit 
den theoretischen py-Werten iibereinstimmen. Ebenfalls hat ,es 
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sich belanglos erwiesen, ob als Verdiinnungsfliissigkeit 0.0°,iges NaCl 
oder eine entsprechende KCl-Lésung benutzt wurde. 

Da die Glaselektrode nur im Luftthermostat angebracht ist, haben 
wir die Temperatur der Versuchslésung direkt mittels eines ganz kleinen 
Thermometers kontrolliert. 

Die groben Vorziige der Methode bestehen darin, dab sie keine 
Wasserstoffdurchleitung beansprucht, sowie ferner darin, dab die Ein- 
stellung momentan erfolgt, Vorziige, welche bei biochemischen Unter- 
suchungen schwerlich hoch genug geschatzt werden koénnen. 

Im Gegensatz zur Kolorimetrie mub hervorgehoben werden, dab 
die Farbe und Konsistenz der Lésung ohne Belang ist, und daB uns 
der der Kolorimetrie anhaftende, ziemlich betrachtliche Eiweibfehler 
erspart bleibt. 

Die meisten der Untersuchungen, die wir zwecks Erlauterung des 
Problems: die Reaktion der Gewebe vorzunehmen gehabt haben, 
lieben sich viel leichter mittels der Glaselektrode als mittels Kolori- 
metrie bewerkstelligen. Wir werden deshalb im nachstehenden nur 
die auf erstgenanntem Wege erfolgten Untersuchungen erértern, wihrend 
wir unsere Bemiihungen um eine Losung der Frage auf kolorimetrischem 
Wege unerwahnt lassen. 

Falls Gewebselemente nicht sofort beiseite geschafft werden, 
bedeutet jede insbesondere bei gewOhnlicher Temperatur ver- 
streichende Minute eine merkbare Milchsaurebildung, welche dahin- 
gegen in dem klaren Extrakt unterbleibt. Es mub deshalb unseres 
Erachtens als ein sehr grober Vorzug bezeichnet werden, die Gewebs- 
elemente auf zentrifugalem Wege austrennen und die Reaktions- 
bestimmung an der ausgeschleuderten Fliissigkeit vornehmen zu kénnen, 

Wie lange aber miissen Gewebe und Verdiinnungslésung! mit- 
einander in Beriihrung bleiben, um bei der von uns in Verwendung 
gebrachten Feinzerteilung mit erfolgtem Eintritt des Gleichgewichts 
rechnen zu diirfen / 

Um diese Frage beantworten zu kénnen, mu’ man Muskeln ver- 
wenden, in welchen sich die Milchsaiurebildung ganzlich vollzogen hat, 
so daB man eine Verschiebung in der Reaktion des betreffenden Gewebes 
withrend des Versuchs nicht zu befiirchten hat. 


Versuch. 

Muskeln eines Kaninchens bleiben bei 37° ein paar Stunden liegen, 
bis Maximum der Milchséurebildung erreicht ist. Sie werden alsdann 
durch die kleine Fleischmaschine in auf Eis abgekiihltes 0,9 ° iges 
NaCl hineingemahlen. Nach dem Verlauf von 3 Minuten wird eine 
Probe entnommen, welche zentrifugiert wird, wonach die Reaktion 


der Fliissigkeit bestimmt wurde: py = 6,12. 
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Die Hauptprobe bleibt weitere 3 Stunden stehen, wonach eine 
neue Probe py — 6,11 ergab. 

Gleichgewicht zwischen Gewebe und auBerer Fliissigkeit ist also 
innerhalb 3 Minuten eingetreten. 

Dies heiBt also, da’ man bei Feinzerteilung des Gewebes Lésung 
und Gewebe nach dem Verlauf von nur ein paar Minuten trennen darf. 

Auberdem aber erheischen noch weitere verschiedene Fragen ihre 
Lésung, bevor wir uns iiber die Reaktion der Gewebe des lebenden 
Organismus unter normalen Umstanden positiv auBern diirfen. 


Wirkung der Verdiinnung. 

Zwecks Bestimmung der Reaktion der Gewebe haben wir bei den 
hier dargestellten Versuchen das Gewebe in 0.9 °,iges NaCl eingetaucht 
und fein zerteilt ; bei der kolorimetrischen Methode wird eine Verdiinnung 
im Verhailtnis 1 zu 5 angemessen sein, wihrend bei Benutzung der 
Glaselektrode der Verwendung einer kleineren Menge Verdiinnungs- 
lésung selbstredend nichts im Wege steht. 


Versuch. 

Kaninchenmuskeln werden in der Fleischmaschine zerschnitten, 
mit Sand gerieben, mit Kieselgur gepackt und in Buchners Presse 
geprebt; vor der Pressung wird NaOH beigemischt; da der Prebsaft 
am nichsten Morgen sauer befunden wird, wird weiteres NaOH bei- 
gemischt, was eine Fiallung hervorruft; der Niederschlag wird aber 
nicht entfernt. Die Reaktionsbestimmung wird auf elektrometrischem 
Wege bei Wasserstoffdurchblasen vorgenommen. 


l. Umweed@mnter Profeaft. .. 2. sc scene cene & 6,86 
2. PreBsaft nebst gleichem Teil 0,9°,igen NaCl . . . py 6,88 

das gleiche wiederholt a a PH 6,84 
3. PreBsaft nebst 3 Teilen 0.9°,igen NaCl . . . . . . pu 6,85 
4. PreBsaft nebst 9 Teilen 0,9°%,igen NaCl . . . . . . pH 6,93 


Der Versuch zeigt, dab eine bis vierfache Verdiinnung des Prel- 
saftes keine nennenswerte Reaktionsverschiebung verursacht; eine 
um etwas gréBere Verdiinnung (1 zu 5) des Muskelgewebes selbst 
muB deshalb ohne Einfiihrung einer diesbeziiglichen Korrektion als 
zulissig erachtet werden. Bei Verwendung einer noch gréBeren Menge 
Verdiinnungslésung wird dahingegen eine Reaktionsverschiebung wahr- 
nehmbar sein. 

Versuch. 

50g Muskulatur nebst 100 cem 0,9°,igen NaCl und 20 cem n/10 

NaOH. Am nichsten Tage wird die Reaktion des Filtrats bei folgenden 


Verdiinnungen bestimmt: 
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Muskelgewebe, 
: prozentweise 
Nr. | | aus dem ganzen Pu 

| | System 

1 NN” De Sere 29 7,16 
2 Nr.1 + gleiche Teile 0.9°%, igen NaCl .. . 14.5 7,18 
3 » 2+ . » a's - e75'8 7.3 7,22 
4 - Sa 0.9 “ 3.6 7,29 


Einflu8 der Temperatur. 


Da die Reaktionsbestimmung nicht bei 37° erfolgt, mub man, 
um die Reaktion des Gewebes bei Koérpertemperatur feststellen zu 
kénnen, den Einflu8B der Temperatur auf dasselbe untersuchen. 

Hierbei sind indessen zwei Sachen zu beriicksichtigen, und zwar 
1. die Temperatur (ungefahr 0 bis 5°), bei welcher Gewebe und auBere 
Fliissigkeit getrennt werden, 2. die Temperatur (18 bis 20°), bei welcher 
die eigentliche Reaktionsbestimmung stattfindet. 

Um die der Trennungstemperatur beizumessende Rolle zu unter- 
suchen, wurde folgender Versuch angestellt: 

Kaninchenmuskeln werden gemahlen; 3 Teile 0,9°, igen NaCl 
werden beigemischt; bleibt die Nacht hindurch bei 0° stehen; die Probe 
wird in drei Portionen geteilt, die simtlich bei 89° stehenbleiben, 
damit sich die Milchsiurebildung ganzlich vollzieht. Die Reaktions- 
bestimmung erfolgt mittels der Glaselektrode bei 20° wie folgt: 

1. Die Probe wird bei 39° zentrifugiert. (Bei Herausnahme aus 
der Zentrifuge ist die Temperatur auf 30° herabgegangen; da die weit 
gréBte Menge des Sediments sehr schnell herausgeschleudert wird, 
darf man damit rechnen, dab die Trennung bei ungefahr 37° statt- 
gefunden hat.) py = 5,85. 

2. Zentrifugierung bei 19°. py = 5,84. 

3. Nach Abkiihlung auf 0° zentrifugiert. py = 5,85. 

Der Versuch zeigt, daB die Abzentrifugierungstemperatur ohne . 
EinfluB ist, was dem Umstande zugeschrieben werden mul, dab die 
Temperaturkorrektion des gewonnenen Extrakts und diejenige des 
Gewebes die gleiche sein mub; infolgedessen braucht man nur die 
Temperaturkorrektion fiir den Extrakt zu bestimmen und bei Er- 
mittlung der Héhe der Korrektion nur zu beriicksichtigen, dab die 
Bestimmung bei 18 bis 20° erfolgt ist, wahrend unsere Bemiihungen 
auf die Ermittlung der Reaktion bei 37° hinausgehen. 


Bestimmung der Temperaturkorrektion fiir den Muskelextrakt. 
Versuch. 

1 Teil Kaninchenmuskulatur nebst 2,5 Teilen 0.9°,igen NaCl 

Gewebe und Fhissigkeit werden nach dem Verlauf einiger Stunden 


getrennt. 
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Die Fliissigkeit bleibt ungefahr 12 Stunden stehen, und zwar die 
letzte Stunde bei 37°, damit sich die Milchséurebildung und etwaige 
sonstigen postmortalen Reaktionsverschiebungen vollziehen, so dab 
wahrend des Versuchs die Méglichkeit anderer als der von der Tem- 
peratur bedingten Reaktionsverschiebungen ausgeschlossen ist. Da 
die Glaselektrode im Luftthermostat stehen muB, mub die Messung 
der Temperatur innerhalb der Elektrode selbst stattfinden 





Temperatur Pu 
29,7 6,05 
27,3 6.09 
22.4 6,11 
15.3 6,16 
11,3 6,20 
1° Temperatursteigerung - 0,007. 


Bei diesen Berechnungen sind wir davon ausgegangen, dal die 
Reaktion der aus einer Mischung von HC! und Phthalatlésung (Clark) 
mit py = 3,00 bestehenden AauBeren Fliissigkeit von Temperatur- 
anderungen unbeeinfluBt bleibt. 

Fiir das Muskelgewebe wird eine lgradige Temperatursteigerung 
eine Minderung in pa um 0,007 herbeifiihren. 

Um den py-Wert bei 37° zu ermitteln, muB den bei 18° ermittelten 
Werten 0,14 in Abzug gebracht werden. Durch Einfiihrung dieser Kor- 
rektion ergibt sich die Kolonne 3 der Tab. I und Kolonne 2 der Tab. II. 


Tabelle I. 
Tabelle iiber die Reaktion der Muskeln auf kolorimetrischem Wege be- 
stimmt. Die Muskelproben sind Kaninchen entnommen, die mittels 
Athylurethan (2,5 g pro Kilogramm) tief narkotisiert sind, und entstammen 
den Unterextremitaten. 





Pa (mittels 





Pu bei 18° See auf 4 
ermittelt mei ~~ yom korrigiert 
a) Ruhe. 
6.67 7,03 6,89 
6,52 6,96 6,82 
6,65 7,05 6,91 
6,72 7,01 6,87 
Direkt in auf Eis abgekihltem 6,63 1,07 6,93 
09% igen NaCl 6.67 6,$ 6,80 
_— " 6,52 6,95 6,81 
6,63 6,93 6,79 
6,56 7,03 6.89 
6,73 6,93 6,79 
6,71 7,09 6,95 
Gewebe zunachst mit flissiger Luft 
ee 6,77 7,10 6,96 


* Siehe weiterhin 
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Pu bei 18° 
ermittelt 
b) Arbeit. 
Kraftige und ein paar Minuten an- 
dauernde tetanische Kontraktion, 
direkt in auf Eis abgekihltem 
0,9% igen NaCl OL it Pe 6,39 
Das gleiche 5 Minuten... .. 6,34 
ra a a) s 4-4 Ge ee 6,30 
Tetanische Kontraktion, mit flissiger 
Sa ES kc es és we os 6,70 


Tabe lle II. 


Pu (mittels 
Elektrometrie) aut 370 
EiweiBtehler usw : 

korrigiert 


6.58 
6.82 
6.59 


691 


Pu weiter 
aul 
korrigiert 





Reaktion der Muskeln mittels Glaselektrode bestimmt und ihr Milch- 
séuregehalt. 
0 =o Milchsauregehalt 
Py bei 20 Py bei 37 in on see 0006 
Ruhe. 
7,00 6,88 73 
: : 7.07 3.95 75 
Gewebe mit fliss. Luft behandelt Ll 9, 7 a4 
7,07 6.95 53 
7.04 6.92 : 
Muskeln, wahrend sie sich noch im 
lebenden Tiere betinden, mit flis- 
siger Luft tibergossen . ... . 7,13 7,01 45 
Gewebe direkt in auf Eis abge- | 6,95 6,83 
kiihltem 0.9°, igem NaCl | 6,93 6,81 
Arbeit. 
Kraftige tetanische Kontraktion — 
60mal pro Minute (3 Minuten). 
Mit flissiger Luft behandelt . . 6,74 6,62 209 
Permanente tetanische Kontraktion ‘ 
(2 Minuten). Riickenmuskuiatur. 
Mit fliissiger Luft behandelt . . 6,52 6,40 387 
Nachhaltige tetanische Reizung bei 
verhinderter Blutzirkulation. Mit 
flissiger Luft behandelt dik 6.46 6,34 397 
Rigor mortis. 
Der Muskel wird mit tlissiger Luft 
behandelt, pulverisiert und bei 19° 
in 0,9°%iges NaCl hiniibergeleitet. 
Nach Verlauf von 10 Minuten . 6,30 6,13 433 
a g 23 - : 6,12 6.00 526 
44 ss i 6,02 5,90 607 


o - * 


Wie aus den Tabellen ersichtlich, haben wir in einer betrachtlichen 
Anzahl Versuche — insbesondere bei solchen, die von einer Milch- 
siureanalyse begleitet wurden, zunichst das Muskelgewebe in fliissige 
30* 
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Luft hiniibergebracht; das gefrorene Gewebe ist alsdann in der kleinen 
Fleischmaschine in auf Eis abgekiihltem 0,9 °,igen NaCl unter Paraffin 
fein zerteilt worden. 


Ein paar Minuten nachdem das Gewebe aufgetaut worden ist, 
wird Gewebe und Fliissigkeit wie gewéhnlich getrennt. 

Die mit diesem Verfahren verbundenen Vorziige und Mibstande 
werden spater Erwahnung finden. 


Abgesehen von demjenigen Versuch, in welchem das Muskel- 
gewebe in vivo mit fliissiger Luft tibergossen worden ist, schwankt 
die Reaktion der ruhenden Muskeln von pg = 6,79 bis pa = 6,96. 


Wieweit diese Schwankungen Unterschiede in der normalen 
Reaktion der ruhenden Muskeln darstellen, oder ob der Unterschied 
vorwiegend auf eine schwankende postmortale Reaktionsverschiebung 
zurickzufiihren sei, 14Bt sich nicht leicht entscheiden. 


SchlieBlich bleibt uns noch eine Untersuchung der Wirkung der 
postmortalen Reaktionsverschiebung nétig, um auf diesem Wege. 
aus den ermittelten Werten, hinsichtlich der Reaktion des Gewebes 
in vivo SchluBfolgerungen ziehen zu kénnen. 


Wir haben versucht, diese Frage in der Weise zu lisen, dab wir 
die Reaktionsverschiebungen beim Stehenlassen der betreffenden Probe 
untersucht haben, um auf diesem Wege bis zum Moment der Probe- 
entnahme extrapolieren zu kénnen. 


Gleichzeitig haben wir mittels direkter Analysen die Milchsaure- 
bildung bestimmt, was ebenfalls einen guten MaBstab fiir die Tragweite 
der postmortalen Reaktionsverschiebungen darstellt. 


Versuch. 


Ein groBes Stiick (ungefahr 10 bis 15g) einem urethanisierten 
Kaninchen entnommenes Muskelgewebe wird in 30 ccm in Eisbad 
gestelltes 0,.9°,iges NaCl (2°) fein zerteilt. Probe wird entnommen. 
Nach der Zerschneidung ist die Temperatur 8,5°. 


1. 8 Minuten nach der Probeentnahme, Temperatur: 7,5°, pq = 6,93 
2.20 ,, 2” ” ” 2,5°, pu = 6,94 
3.35 ,, 1” 9 9 ” 1,5°, pa = 6,90 


Die angefiihrten Zeitpunkte stellen den Augenblick dar, in welchem 
ein Teil der Hauptprobe zwecks Trennung von Gewebe und Fliissigkeit 
in die Zentrifuge hiniibergeleitet worden ist; die gewonnene Fliissigkeit, 
in welcher keine Milchsaiurebildung stattfindet, wird, bevor die Re- 
aktionsbestimmung erfolgt, auf 18° erwarmt. 
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Ein entsprechender Versuch, wahrend dessen Dauer die NaCl- 
Lésung in Kaltemischung bei ~ 3° stehen blieb, so dab sie eine 
Temperatur von -> 1° hielt, ergab nachstehende Werte: 

erste Probe: 
7 Minuten nach Probeentnahme, Temperatur: 5,5°, py 6,96, 
zweite Probe: 

21 Minuten nach Probeentnahme, Temperatur: 1,7°, pu = 6,93, 
dritte Probe: 

38 Minuten nach Probeentnahme, Temperatur: 0,3°, py = 6,92. 

Der Versuch zeigt, daB die postmortale Reaktionsverschiebung 
bei den genannten Versuchsbedingungen ziemlich geringfiigig ist, 
indem ein ungefaihr halbstiindiges Stehenlassen eine Reaktions- 
verschiebung in py um ungefahr 0,03 nach der sauren Seite hin herbei- 
fiihrt. Da vom Moment der Probeentnahme bis zum iiblichen Moment 
der Bestimmung gewoéhnlich 5 Minuten verstreichen, sollte die post- 
mortale Reaktionsverschiebung demgemaB verschwindend klein sein 
Diese SchluBfolgerung ist indessen nicht angangig, und zwar weil die 
Temperatur wahrend dieser erst verstreichenden 5 Minuten wesentlich 
héher sein wird (von ungefahr 37° bis ungefahr 5° absteigend), weshalb 
wahrend dieses Zeitraums aller Wahrscheinlichkeit nach eine bedeutend 
gréBere Milchsiurebildung erfolgt, ohne daB sich eine einfache Extra- 
polation durchfiihren 1aBt. 

Um die postmortale Reaktionsverschiebung zu mindern, haben 
wir uns deshalb der sehr verbreiteten Verfahrungsweise bedient, das 
Muskelgewebe in fliissige Luft einzutauchen, von hier aus wird das 
gefrorene Gewebe in die kleine Fleischmaschine hiniibergeleitet und in 
auf Eis abgekiihltem 0.9°,igen NaCl unter Paraffin zerschnitten. 


Versuch. 


Ein demjenigen des vorhergehenden Versuchs entsprechendes (dem 
nimlichen Kaninchen entstammendes) Muskelstiick wird in fliissige 
Luft eingetaucht und von dort aus in auf Eis abgekiihites 0.9°iges 
NaCl hingebracht. 

Die erste Portion wird 5 Minuten nach Uberfiihrung in 0,9 °,iges 
NaCl entnommen. px = 7,04. 

Die zweite Portion wird 32 Minuten nach der Uberfiihrung ent- 
nommen. px = 6,81. 

Der Versuch zeigt, dab man durch Verwendung fliissiger Luft 
mehr basische — und dies heibt sicher mehr zutreffende Werte fiir 
die praformierte Reaktion des Gewebes erreichen mag, indem die 
postmortale Milchsaurebildung in dieser Weise schneller zum Aufhéren 
gebracht wird; bei diesem Verfahren besteht aber die Gefahr, dal 
bei Gefrieren des Gewebes die Milchsiurebildung (wie auch mittels 
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direkter Analyse nachweisbar) nach dessen Auftauen weit schleuniger 
erfolgt als im nicht gefrorenen Gewebe. So heibt das Stehenlassen 
des zuerst gefrorenen und dann aufgetauten Gewebes um etwa !, Stunde 
eine ziemlich merkbare Reaktionsverschiebung (0,23). 

Auch hier wird eine Extrapolation erschwert, weil die Temperatur 
wihrend der ersten 5 Minuten derjenigen der darauf folgenden nicht 
vollig entspricht, sondern in diesem Falle niedriger gewesen sein wird; 


aus dem Versuch darf man jedoch die SchluBfolgerung ziehen, dab 
: : ; ‘ . 0,23 .5 
die postmortale Reaktionsverschiebung jedenfalls kleiner als —~- 


gewesen sein mul. ais 

Die Reaktion des ruhenden Muskels mu demnach im vorliegenden 
Falle anstatt py = 7,04 ungefahr 7,08 bei 18°, d.h. 6,94 bei 37° ge- 
wesen sein. 

Die Tatsache, daB die Reaktionsverschiebung bei vorausgehendem 
Gefrieren der Muskeln gréBer ist, hat sich ohnehin durch direkte Milch- 
siureanalysen bewahrt: 

A. Muskulatur zerschnitten und direkt in 0,9 %iges NaCl bei 0° gebracht. 


Milchsdure (Milligramm pro 100g): 


re te ay tr tg ae Tae 
nek Gen ck cw ew OO 
15 » a eaten ae. eee 


Milchséurebildung wihrend 15 Minuten: 40 mg pro 100 g. 
B. Muskulatur bei 0° in 0,9°%igem NaCl nach vorausgehender Be- 
handlung mit fliissiger Luft zerschnitten. 
Milchsdure (Milligramm pro 100 g): 
CO Se eS ae ee 
nach 15 Minuten. ....... 19] 


Milchsdurebildung wahrend 15 Minuten: 107 mg pro 100g. 


Nach Gefrieren ist die Milchsiurebildung um 2,7 mal so grob wie 
bei nicht gefrorenen Muskeln, trotzdem die Temperatur, bei welcher 
der betreffende Versuch stattgefunden hat, in dem ohne vorausgehende 
Behandlung des Gewebes mit fliissiger Luft erfolgten Versuch A am 
héchsten gewesen ist. 

Die wihrend der ersten 5 Minuten im Versuch a erfolgte Milchsaure- 
bildung (21 mg pro 100g) wird, wie aus der beifolgenden Kurve } 
ersichtlich, einer py-Verschiebung um 0,04 pro 5 Minuten entsprechen, 
und die Milchséurebildung der darauf folgenden Periode bei vélliger 
Abkiihlung des Gewebes einer py-Verschiebung von 0,02 pro 5 Minuten. 

Im Versuch B wird die Milchséurebildung eine Reaktions- 
verschiebung von 0,07 pro 5 Minuten darstellen. 

Diese Ergebnisse entsprechen ganz gut denjenigen der mit direkter 
Reaktionsbestimmung im vorstehenden dargestellten Versuchen. 
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Um die Relation zwischen der postmortalen Reaktionsverschiebung 
und der Milchsiurebildung zu bestimmen, haben wir in einer Reihe 
von Versuchen teils Reaktionsbestimmungen, teils Milchsaureanalysen 
an ganz einheitlich behandelten Proben vorgenommen. 

Die Reaktionsbestimmungen und die Milchsiurewerte sind in der 
voranstehenden Tabelle, die ermittelten Relationsergebnisse in der 
beifolgenden Kurve verzeichnet. 

Milthsaure mg pro 100g 


600 _ 540 80 360 270 180 9 OO 
P| 


70} 











OL 


at eel ee je or a Be 
Milchsdure Millirma/ Y% 


Abb. 4. 
Relation zwischen Milchsaurebildung und Reaktionsverschiebung. 
+ Rubende Muskeln. 4 Arbeitende Muskeln. © Muskeln bei Rigor. 


Die Kurve zeigt, daB die py-Verschiebung eine geradlinige Funktion 
der Milchsaurebildung ist, und zwar gleichviel, ob von einer postmortalen 
Milchsaurebildung oder von einer Milchsaurebildung bei Muskelaktivitat 
die Rede ist. 

Eine Milchséurebildung von 523 mg-% fiihrt eine Reaktions- 
verschiebung von 7,0 bis 6,0 in pa herbei (1 im py = 5,7 Millimol-%) 

Wahrend der Milchsauregehalt in dem mit fliissiger Luft behandelten 
Gewebe, dessen Reaktionsbestimmung eiligst erfolgt ist, um 75 mg-°% 
und py um 6,90 bis 6,95 liegt, ergibt sich bei Behandlung in situ des 
Muskelgewebes des Tieres mit fliissiger Luft ein Milchsiuregehalt 
von 45 mg-% und py ungefahr = 7,0, und bei Betrachtung der Kurve 
erscheint die SchluBfolgerung als zulassig, dab die Reaktion der Muskeln, 
falls diese was jedoch bezweifelt werden muBb unter normalen 
Umstanden, d.h. bei vollstandiger Muskelruhe, absolut milchsdurefrei 
sein sollten, ein py = ungefahr 7,08 ausmachen wird; es ist indessen 
fraglich, ob nicht etwa 45 mg-°% und py = 7,0 der aktuellen Reaktion 
der ruhenden Muskeln naher entsprechen. 
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Jedenfalls stellt sich also die bemerkenswerte Tatsache heraus, 
daB der Muskel — selbst bei Ruhe — eine bedeutend saurere Reaktion 
aufweist als das Blut. 

Nur in zwei Fallen haben wir gleichzeitig mit der Bestimmung der 
Reaktion der Muskeln und der sonstigen Gewebe eine Bestimmung 
der Reaktion des Blutes mittels Glaselektrode vorgenommen und 
hierbei die Werte py = 7,25 bzw. 7,33 ermittelt. 

Im AnschluB an die Bestimmungen der Relation zwischen Milch- 
siurebildung und Reaktionsverschiebung haben wir eine Untersuchung 
der Pufferkurve der Kaninchenmuskulatur unternommen; entsprechende 
Untersuchungen mit Bezug auf die Muskeln der Katze sind von Furusawa 
und Kerridge angestellt worden. Die Ergebnisse beider Versuchsreihen 
entsprechen sich vollstandig. 


Versuch. 

25 g fein gemahlener Kaninchenmuskulatur werden 100 ccm 0,9 °,iges 
NaCl beigemischt; nach einiger Zeit Stehenlassen im Luftthermostat 
werden noch 5,0 cem n/5 KOH beigemischt; nach Verlauf von 6 Stunden, 
innerhalb welcher Zeit man mit der Vollziehung der Milchsaurebildung 
rechnen darf, wird die Probe entnommen. Dieselbe wird die Nacht 
hindurch im Eisschrank aufgehoben. 

Zwecks Verwendung bei den Bestimmungen wird fiir die Glas- 
elektrode eine kleine Portion (ungefaihr 2ccm) mittels Pipette ab- 
gemessen, nach erfolgter Bestimmung wird dieselbe der Hauptportion 
wieder zuriickgefiihrt, und zwar noch vor Beimengung von Siure 
oder Basen. 

Durch Sonderversuch erwies sich, daB Gleichgewicht zwischen 
auBerer Lésung und Gewebe spitestens 4 Minuten nach Saure- 
beimengung erfolgt war. Die Bestimmung erfolgte bei 21°. 


Saure- bzw. Basenzusatz. 





com n/5 HCl i i 
ganzen 25¢ Mince Pu pate ay Cewebe Pu 
0 645 — 2.5 6,81 

+ 0,5 6,38 — 35 6,94 
+15 6,23 — 4,5 7,11 
+25 6,07 — 5,5 7,28 
+ 3.5 591 — 65 7,44 
+45 5,76 —75 7,67 
+05* 6.46 7h i 
— 0,5 ** 6,56 “ - 
—1,5 6.69 





* Zwischen Vornahme des gegenwirtigen und des vorhergehenden Versuchs wurden 4 ccm 
n/5 NaOH beigemischt; der Pgq-Befund von 6,46 und nicht 6,38 ist dem geringfiigigen, durch die 
Probeentnahme erlittenen Verlust zu verdanken. 

** D.h, 0,5 com Base (n/5) aufer der zwecks Neutralisierung der friiher verwendeten Saure- 
menge ertorderlichen Basenmenge. 
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Das Ergebnis des Versuchs ist auch in Gestalt von Kurven ver- 
zeichnet (Abb. 5). 

Der Pufferwert des Muskelgewebes, etwa auf dem Neutralpunkt, 
gelangt am einfachsten durch die Angabe zum Ausdruck, da eine 
Verschiebung um eine Einheit in pg 





zwischen Milchsaurebildung und px-Ver- 


durch eine Saéure- bzw. Basenbeimengung ryt ad Vines Ma WR f 
von 5,5 Millimol pro 100g herbeigefiihrt — | p | 
wird. | / 
Im AnschluB hieran dirfte es von | | / | 
Interesse sein, auf die Tatsache zu ver- 25) CORA eee 
weisen, daB sowohl bei Muskeltitigkeit | / | 
als bei Rigor genau das gleiche Verhaltnis | / 
| 

| 


schiebung besteht. 


| 

I 

Von einer Erérterung der Theorie | 
der Muskelkontraktion sehen wir hier 
ab, méchten indessen nicht verfehlen, , ,| 19 
darauf aufmerksam zu machen, daB diese ri 
Tatsache entweder besagen muB, daB die | / | 
Milchsaurebildung der einzige ausschlag- | 
gebende Faktor bei der Reaktionsver- . | 
schiebung sei, oder aber, daB sich neben | 
der Milchséiurebildung andere Prozesse | 
geltend machen miissen, die die Bildung | 
annahernd aquivalenter Saure- bzw. Basen- ; 
mengen hervorrufen, so daB der Verlauf 
dieser Prozesse nicht aus der Reaktions- Abb. $ 
verschiebung ersichtlich ist. 





AuBer diesen Untersuchungen iiber die Reaktion der Muskeln haben 
wir einzelne Bestimmungen der Reaktion in anderen Geweben vor- 
genommen. 


Die Bestimmungen sind ganz wie bei dem Muskelgewebe bewerk- 
stelligt worden; wir haben ebenfalls die Temperaturkorrektion fiir die 
betreffenden Gewebe bestimmt, was die Ermittelung der Reaktion 
derselben bei 37° erméglichen sollte; da uns indessen iiber die Tragweite 
der postmortalen Reaktionsverschiebungen nichts Endgiiltiges bekannt 
ist, miissen diese wenigen Bestimmungen mit einem gewissen Vor- 
behalt aufgenommen werden, zumal wir mit Bezug auf eilige Abkiihlung 
nicht ganz so vorsichtig gewesen sind wie bei den Muskelversuchen; 
so war z. B. die verwendete NaCl-Lésung in Eis und nicht in Kalte- 
mischung aufgehoben. 
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Pu Pu bei 37° 

Leber. . - . 1) 9) * 6,92 (bei 17,4%) 6,78 
| »: £35 « @ 6.81 
— | a) 688 . 17,5 6.53 
— | b) 680 . 20 6,49 
Testes | a) 698 . 18 6.75 
‘ | b>) 692 . 20 6,72 
tte, io ih ea 6,36 
| on 6,48 


* Samtliche a»Proben entstammen dem gleichen Versuchstier (Kaninchen, 2,5¢ Urethan 
pro kg), samtliche b-Proben einem anderen Tiere (gleiche Narkose). 

Aus Riicksicht auf die Ermittlung der Reaktion des Gewebes 
haben wir die Temperaturkorrektion fiir Extrakte der betreffenden 
Gewebe erst nach Stehenlassen der Gewebe bis zum folgenden Tage 
bestimmt, damit sich die postmortale Reaktionsverschiebung _in- 
zwischen ganzlich vollzogen haben sollte. 








Testes Gehirn Niere Leber 
Tempe: Tempe. Tempe: Tempes Sa 
ratur Pu ratur Pu ratur | Pu ratur PH 
32° 6,96 36° 6,92 34° 7,05 38° 6.57 
25,3 7,04 31 7,00 27,5 7,12 30 6,62 
21,5 7,10 29 7,01 21 7,26 24 6,66 
12 7,20 27 7,07 17 7,34 17 6,72 
1° Temperatur- 25 7,18 14,3 7,37 12 6,75 
steigerung 24 1,50 1° Temperatur- 1° Temperatur- 
> 0,012 15 +4 steigerung steigerung 

16 7,26 — +. 0,018 = 0,007 
Neue Probe. 
83° 7,03 
30,5 7,05 
27,7 7,08 

: 16 7,28 

1° Temperatursteigerung 

= + 0,017 


Die Ergebnisse der dargestellten Untersuchungen scheinen darauf 
hinzudeuten, daB das Gewebe — jedenfalls das Muskelgewebe, welches 
der vorwiegende Gegenstand unserer Untersuchungen gewesen ist — 
eine wesentlich saurere Reaktion aufweist als das Blut. 

Wie laBt sich dies erklaren? Es geniigt nicht, ausschlieBlich auf 
den Stoffwechsel der Gewebe zu verweisen, auf welchen die vorzugs- 
weise Bildung von sauren Stoffen zuriickzufiihren ist, wenngleich 
dieses Verhalten zweifelsohne den Hauptgrund darstellt, wenn von 
Muskeln bei kraftiger Aktivitaét die Rede ist, denn die Reaktion sogar 
milchsaurefreier Muskeln ist saurer als diejenige des Blutes. 
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Allem Anschein nach stehen wir hier einem Verhalten gegeniiber, 
welches der von E. J. Warburg 11) nachgewiesenen und erérterten 
Erscheinung analog ist, daB die Blutkérperchen — bei Reaktionen auf 
der basischen Seite des isoelektrischen Punktes des Hamoglobins 
eine saurere Reaktion aufweisen als das Plasma, und zwar um so 
viel mehr ausgesprochen, je mehr basisch die Reaktion und je héher 
die Hamoglobinkonzentration der Blutkérperchen gewesen ist. 

Da die Reaktion in samtlichen untersuchten Fallen auf der basischen 
Seite des isoelektrischen Punktes der Muskeleiweibstoffe liegt, und da 
die EiweiBkonzentration des Muskelplasmas starker ist als diejenige 
des Blutplasmas, steht zu erwarten, daB die Reaktion der Muskeln 
saurer sei als diejenige des umgebenden Blutplasmas bzw. der um- 
gebenden Gewebsfliissigkeit, selbst nachdem Gleichgewicht  ein- 
getreten ist. 

Das MuskeleiweiB ist namlich in Proteinanion, welches die 
Muskelmembran nicht zu diffundieren vermag, und in H" dissoziiert, 
was laut Donnan zur Folge haben mub, dab die Konzentration der 
positiv diffusiblen Ionen gréBer, die Konzentration der negativ 
diffusiblen Ionen in dem Muskel kleiner sein muB6, als in den um- 
gebenden Fliissigkeiten (Blut und Lymphe). 

Dies hei®Bt — falls diese Erklarung zutreffend ist —, dab 
selbst wenn die Wasserstoffionenkonzentration der ruhenden Muskeln 
um noch einmal so kraftig ist als diejenige des Blutes (einer py von 
7,0 bzw. 7,3 entsprechend), muB nichtsdestoweniger angenommen 
werden, daB eine ganz geringfiigige Reaktionsverschiebung des Blutes 
von einer entsprechenden Reaktionsinderung des Muskelgewebes 
begleitet sein miisse. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Zwecks Bestimmung der Reaktion des Gewebes ist eine kolori- 
metrische Methode ausarbeitet worden. Dieselbe ist mit einem betracht- 
lichen systematischen Fehler (EiweiBfehler) behaftet, mit Bezug auf 
welchen es jedoch gelungen ist, eine Korrektion durchzufiihren. 

2. Fiir die Bestimmung der Reaktion der Gewebe haben wir uns 
der Glaselektrode in der von Mrs. Kerridge gegebenen Gestalt bedient, 
und zwar mit befriedigendem Erfolg. 

3. Die postmortalen Reaktionsverschiebungen des Muskelgewebes 
sind erforscht und deren Beeinflussung der vorgenommenen Gewebs- 
bestimmungen kontrolliert worden. 

Es ist nachgewiesen worden, daB Milchsdurebildung ein Vorgang 
des Zellengewebes ist, im Gewebsextrakt aber unterbleibt. 

4. Selbst bei einer Temperatur von 0° erfolgt eine nachweisbare 
Milchsaurebildung bzw. eine entsprechende Reaktionsverschiebung im 
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fein zerteilten Muskelgewebe; diese Milchséurebildung wird bedeutend 
schneller verlaufen, falls das Gewebe im voraus mit fliissiger Luft 
behandelt worden ist. 

5. Die Pufferkurve der quergestreiften Muskeln des Kaninchens 
ist bestimmt worden; eine Verschiebung in py von 7 bis 6 wird von 
0,055 Mol Saure herbeigefiihrt. 

6. Eine Untersuchung des Verhaltnisses zwischen den bei Muskel- 
titigkeit bzw. bei Rigor mortis vorgefundenen Milchsiuremengen und 
den entsprechenden Reaktionsverschiebungen ist vorgenommen worden. 
Es stellt sich heraus, daB eine py-Verschiebung von 7 bis 6 dem Vor- 
handensein von ungefahr 525 mg Milchsaure pro 100 g, d. h. 0,057 Mole, 
entspricht. 

7. Die Temperaturkorrektion fiir die Reaktion des Muskelgewebes 
(und fiir diejenige gewisser sonstiger Gewebe) ist bestimmt worden. 

Was das Muskelgewebe betrifft, erweist sich eine 1gradige Tempe- 
ratursteigerung = + 0,007 in px. 

8. In den ruhenden Muskeln ergibt sich bei 37° ein pa = 6,8 
bis 6,95; bei Verhiitung der Milchsdurebildung erweist sich py = un- 
gefahr 7,0; wie sich berechnen laBt, ist das py von absolut milchsaure- 
freien Muskeln = ungefahr 7,1. 

9. Wahrend der Muskeltatigkeit wird die Reaktion nach der 
sauren Seite hin verschoben; die am meisten saure Reaktion, welche 
uns innerhalb eines verhaltnismaBig beschrankten Versuchsmaterials 
begegnet ist, ist ein pa = 6,34. 

Bei Rigor haben wir ein py = 5,90 ermittelt. 

10. DaB die Wasserstoffionenkonzentration selbst ruhender Mus- 
keln (wie itibrigens auch diejenige anderer untersuchten Gewebe) 
héher ist als diejenige des Blutes, ist mutmablich auf ein Donnan- 
gleichgewicht zuriickzufiihren. 
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Uber den Einflu’ 
der Temperatur auf den Wachstumsablauf bei Pilzen. 


Von 


Rudolf Meyer, Nienbiittel. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Bakteriologie der Universitat 
Géttingen.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1928.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 
Geschichtliches'. 

Als man erkannt hatte, da®B die Pflanze zu ihrer Entwicklung minera- 
lische Stoffe braucht, suchte man zunéchst nicht nach quantitativen 
Gesetzen, die den Einflu8 der Masse eines oder mehrerer dieser Mineral- 
stoffe auf irgendwelche meBbaren Eigenschaften der Pflanzen darstellen, 
sondern die Entwicklung ging vornehmlich dahin, qualitativ festzustellen, 
welche chemisch differenzierten Stoffe die Pflanze tiberhaupt zu ihrem 
Gedeihen braucht, welche Folgen der Mangel oder ganzliche Ausfall eines 
als notwendig erkannten Nahrstoffs fiir die Entwicklung der Pflanze nach 
sich zieht, und ferner, ob sich verschiedene Arten oder Spezies hierin wesent- 
lich verschieden verhalten. Die Frage nach der Ermitthung quantitativer 
Gesetze entstand erst dann, als die zunéchst rein wissenschaftlich betrachtete 
Frage der Mineralstoffernéhrung der Pflanzen von der landwirtschaftlichen 
Praxis unter dem Gesichtspunkt der Beeinflussung des Ertrages und der 
Qualitét der landwirtschaftlich genutzten Pflanzen herangezogen wurde. 
So stellt J. v. Liebig — wohl als erster — eine kontinuierliche Gesetz- 
maBigkeit zwischen der Néhrstoffgabe und dem Pflanzenertrag (Ertrags- 
gesetz*) auf. Das Liebigsche ,,Gesetz vom Minimum, das zunachst rein 
praktischen Anspriichen zwar geniigt haben mag, war jedoch schon insofern 
unbefriedigend, als es eine von der Natur nicht zu erwartende Unstetigkeit 
in der ersten Ableitung (Knick) enthielt. Es zeigte sich denn auch bald, 
daB es den empirischen Verhaltnissen nicht gerecht wird. Der entscheidende 
Schlag gegen das Gesetz vom Minimum gelang EF. A. Mitscherlich. Zwei 
Argumente vermochte dieser Forscher auf Grund eines umfangreichen 
Versuchsmaterials gegen die Liebigsche Auffassung ins Feld zu fiihren: 
Erstens konnte Mitscherlich zeigen, daB die Ertragskurven in Wahrheit 
gar keinen ,,Knick** besitzen ; ferner — und das trifft das Prinzip des Liebig- 





1 Ausfiihrliches findet man in A. Rippel, ,,Wachstumsgesetze bei 
héheren und niederen Pflanzen‘*, Naturwissenschaft und Landwirtschaft 
1925, H. 3. 

2 Vgl. Definitionen 8. 466. 
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schen Gesetzes ergab sich, daB sich der Ertrag auch durch Steigerung 
der Gabe eines nicht im ,,.Minimum befindlichen Nahrstoffs erhéhen abt ; 
d.h. aber, die Angabe, ein N&ahrstoff befinde sich ,,im Minimum“, wird 
damit gegenstandslos. Métscherlich begniigte sich nun nicht damit, den 
Verlauf des nunmehr von ihm neu aufgestellten Ertragsgesetzes nur roh 
zu beschreiben, sondern er stellte fiir dieses den bekannten logarithmischen 
Ausdruck auf, dessen allgemeine Giiltigkeit er durch ein umfangreiches 
Versuchsmaterial beweisen zu kénnen glaubte. Und in der Hand des 
Mathematikers Baule, der diesen logarithmischen Ausdruck in die bequemere 
Schreibart des Exponentialgesetzes umwandelte, entwickelte sich dieses 
urspriinglich nur fiir einen Néhrstoff als giiltig gedachte Gesetz, indem 
er es auf alle Nahrstoffe und auch auf andere Vegetationsfaktoren, ja vor- 
iibergehend sogar auf die Zeit, verallgemeinerte, zu der bekannten Form 
des Produktgesetzes (,,Wirkungsgesetz der Wachstumsjaktoren*‘). Diese 
mathematischen Untersuchungen sind haufig miSverstanden und, indem 
man die von Baule als empirisch gesichert angenommenen Praémissen seines 
Beweises iibersah, zum Teil dahin gedeutet worden, als sei Baule nunmehr 
auf rein mathematischem Wege die Beweisfiihrung fiir eine a priori not- 
wendige Giiltigkeit des Mitscherlichschen Wirkungsgesetzes gelungen!! 
Auch dieses Mitscherlichsche ,,Wirkungsgesetz der Wachstumsfaktoren“ 
vermochte schérferen experimentellen Nachpriifungen nicht standzuhalten. 
Es war vor allem Rippel, der experimentell nachweisen konnte, daB das 
Mitscherlichsche Gesetz in seinen letzten mathematischen Konsequenzen 
keineswegs den Erscheinungen des wirklichen organischen Geschehens 
gerecht wird, und daB sich Abweichungen von diesem Gesetz in einer 
GréBenordnung aufweisen lassen, die dieses Gesetz zu Fall bringen mubten 2. 
So stehen die Untersuchungen iiber das Ertragsgesetz durchaus noch am 
Anfang, und unsere Kenntnisse auf diesem Gebiet, die keineswegs durch 
unversténdlich hartnaéckiges Festhalten mancher Forscher an alte Formu- 
lierungen geférdert wurden, sind in jeder Hinsicht unzureichend, als dab 
unsere Disziplin ,,zur Bildung einer Theorie reif** ist®*. 


ll. 
a) Allgemeine Problemstellung. 
Die Initiative zur Erforschung des Ertragsgesetzes ergriff. wie 
schon erwahnt, die praktisch-landwirtschaftliche Seite der Pflanzen- 
ernahrungslehre. Durch die experimentellen Untersuchungen dieses 





! BE. A. Mitscherlich, ,,Die Bestimmung des Diingerbediirfnisses des 
Bodens**, Berlin 1924, S. 30; daselbst heiBt es: ,,[st der Wirkungsfaktor c 
eines Wachstumsfaktors konstant, was von mir und meinen Mitarbeitern 
experimentell festgestellt wurde und von B. Baule in einer neuesten Arbeit 
mathematisch bewiesen werden konnte, . . .“‘ 

2 Vgl. z. B. A. Rippel und O. Ludwig, diese Zeitschr. 155, 133, 1925; 
177, 318, 1926; ferner A. Rippel, Zeitschr. f. Pflanzenernéhrung u. Diingung, 
Teil A, 8, 65, 1926; R. Meyer, ebendaselbst Teil A, 8, 121, 1927; vgl. ferner 
die in FuBnote 2 auf 8S. 466 zitierten Arbeiten. 

3 Ich denke dabei an die beriihmten Worte David Hilberts: ,,Alles, 
was Gegenstand des wissenschaftlichen Denkens iiberhaupt sein kann, 
verfallt, sobald es zur Bildung einer Theorie reif ist, der axiomatischen 
Methode, und damit mittelbar der Mathematik.** 
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Gesetzes wurden aber Beziehungen aufgedeckt, die das Problem auch 
den der Landwirtschaft fernerstehenden Kreisen interessant machten; 
ja es scheint sogar so, daB die Erforschung des Ertragsgesetzes von 
rein landwirtschaftlichen Fragen mehr und mehr losgelést wird und 
in der reinen Pflanzenphysiologie eine zentrale Stelle einzunehmen 
beginnt. Wenngleich die gegenwartige Physiologie dieser Betrachtungs- 
weise noch mehr oder weniger ablehnend oder uninteressiert 
mindestens aber sehr zuriickhaltend gegeniiberstehen mag, so ist 
kaum daran zu zweifeln, dab sich mit der Zeit das Ertragsgesetz 
vor allem in Verbindung mit Aufnahmegesetzen in der Physiologie 
eine beherrschende Stellung verschaffen wird; schlieBt es doch 
wenigstens in allgemeinster Formulierung einen groben Teil der 
in der jetzt herrschenden Physiologie bestehenden Probleme als Spezial- 
falle mit in sich ein. Hier scheint auch, wegen der Kontinuierlichkeit 
der Gesetze und der damit verbundenen Anwendbarkeit einer funk- 
tionellen Betrachtungsweise, der Weg zu einer kausal-mathematischen 
Theorie der Lebensvorgange zu fiihren, soweit eine solche tiberhaupt 
méglich ist; so ist es denn durchaus zu verstehen, daB zurzeit den 
Fragen, die sich um das Ertragsgesetz gruppieren, von seiten mancher 
Mathematiker ein wenigstens ebenso grobes Interesse, sicher aber 
ein gréBeres Verstandnis entgegengebracht wird, als von seiten der 
meisten Physiologen. Dieser zum Mathematischen neigende Charakter 
der Ertragsgesetzprobleme bringt es nun mit sich, da® bereits bei 
der Formulierung der Probleme mit auBerster logischer Scharfe zuwege 
gegangen werden mub, um jegliche Mehrdeutigkeiten und Mib- 
verstandnisse auszuschlieBen. 


In groBen Umrissen besteht hier zunichst die folgende Aufgabe: 


Es ist auf experimentellem Wege das vorerst nur rein empirisch 
erfaBbare Gesetz zu ermitteln, das die quantitative Abhdngigkeit des irgend- 
wie eindeutig defin ierten Pflanzenertrajes von Aer Gabe eines oder mehrerer, 
schlieBlich aller Nahrstoffe und auch anderer Wachstumsfaktoren, sowve 
der Zeit regelt. 

Ist diese Aufgabe in allen Feinheiten und Einzelheiten gelést, 
so erscheint es aussichtsreich, durch kausale Verkniipfung solcher 
Gesetze untereinander und mit anderen quantitativen Gesetzen, wie 
z. B. den zeitlichen wie auch den Konzentrations-Nahrstoffaufnahme- 
gesetzen usw., zu einer umfassenden Theorie zu gelangen, die einen 
tieferen Einblick in die Lebensvorgange zulaBt, und die unter Um- 
standen einer mathematischen Behandlung fahig ist. Dagegen ist es. 
vom erkenntnistheoretischen Standpunkt aus gesehen, durchaus ver- 
fehit, den umgekehrten Weg zu gehen, nimlich zwerst nach einem 
analytischen Ausdruck zu suchen, der das Ertragsgesetz méglichst 
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gut darstellt, aus diesem eine Differentialgleichung, als deren Integral 
dann jener analytische Ausdruck erscheint, abzuleiten und diese nun 
nachtrdglich auf irgendwelche haltlosen Plausibilitatsbetrachtungen 
griindet und dadurch eine Theorie fingiert!. Dieser Weg ist namlich von 
Mitscherlich beschritten worden und war daher von vornherein dazu 
verurteilt, auf unfruchtbares Gebiet zu fiihren. Ich erspare es mir 
deshalb auch, hier solche, nach letzterem Verfahren bereits in groBer 
Anzahl? fiir das Ertragsgesetz aufgestellte analytische Ausdriicke zu 
diskutieren. 


b) Definitionen. 


Zur kurzen und eindeutigen Mitteilung der Ergebnisse der folgenden 
und auch zukiinftiger Ertragsversuche werde ich mich einiger weniger 
Begriffe und vereinfachender Bezeichnungsweisen bedienen, deren Fest- 
legung ich hier voranschicken méchte; ich kann mich dabei jedoch kurz 
fassen und auf eine eingehende Begriindung der Einfiihrung dieser Begriffe 
verzichten, da ich bereits an anderer Stelle* gelegentlich der Mitteilung 
eines Ertragsversuchs mit Hafer ausfiihrlicher darauf eingegangen bin. 

Vor allem will ich den Begriff ,,Ertragsgesetz‘‘ allgemeiner fassen, als 
das bisher iiblich war, und fiihre folgende Definition dafiir ein: Das Ertrags- 
gesetz schlechthin ist die zunéchst nur empirisch erfaBbare Funktion, 
welche die (in den vorliegenden Versuchen bei + 100°C bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknete) gesamte Masse der Pflanzensubstanz, genannt 
Pflanzenertrag, zur Masse der einzelnen Nahrstoffe, genannt Ndhrstof/gabe, 
der in irgend einem Ma8system gemessenen anderen Vegetationsfaktoren 
und auch der Wachstumszeit in Beziehung setzt: 


U = U (2... Uy, Y, 2--- #), 
wobei ein fiir allemal mit uw der Pflanzenertrag, mit 2,,... 2%, die Gabe 
der einzelnen Nahrstoffe, y, z,... die GréBen der weiteren Vegetations- 


faktoren und ¢ die Wachstumszeit bezeichnet seien. Da nicht das Ertrags- 
gesetz in dieser allgemeinen Formulierung, sondern nur ganz spezielle 
Fille desselben, Gegenstand der experimentellen Untersuchung sein kénnen, 
so fiihre ich zur kurzen Bezeichnung dieser Spezialfalle folgende, an sich 


1 Dieses ist namlich nur ein scheinbar deduktives Verfahren; in Wahr- 
heit ist es ein rein induktives Verfahren, das gegeniiber den sonst gebréuch- 
lichen induktiven Verfahren obendrein noch einschrankende Nachteile hat. 
Inwieweit dagegen fiir die Anwendungsgebiete der Ern&ahrungsphysiologie 
ein solches Verfahren zweckmaBig ist, habe ich an anderer Stelle diskutiert. 
Zeitschr. f. Pflanzenernahrung, Diingung u. Bodenkunde A, 9, 99, 1922; 
10, H. 5/6, 329, 1928. 

2 Vgl. u. a. auch A. A. Sapehin, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 41, 386, 
1924; K. A. Bondorf und A. Pedersen, Den kgl. veterinaer og Landbho- 
skoles. Afdeling for Landbrugets plantedyrkening, Marz 1924, S. 187 und 392; 
K. Boresch, Planta, Abt. D, 2, 380, 1926; Niklas und Miller, Zeitschr. f. 
Pflanzenernahrung, Diingung u. Bodenkunde, A, 8, 289, 1927; E. Giinther, 
Landw. Jahrb. 65, 109, 1927. 

*’ R. Meyer, Zeitschr. f. Pflanzenernaéhrung, Diingung u. Bodenkunde, 
A, 10, 329, 1928. 
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wohl verstéindliche Bezeichnungsweise ein: N-Ertragsgesetz = Gesetz, das 
die Beziehung zwischen Pflanzenertrag und Stickstoffgabe regelt, P-Ertrags- 
gesetz desgleichen fiir Phosphorséure usw. Soll die funktionale Abhangigkeit 
des Pflanzenertrags von zwei oder mehreren Nahrstoffgaben bezeichnet 
werden, so setze ich: N-P-Ertragsgesetz, N-P-C-Ertragsgesetz usw. Be- 
zeichnungen wie 2,-Ertragsgesetz, 2,-7,-Etragsgesetz, 27, ...2,-Ertrags- 
gesetz usw. wahle ich, soweit bei allgemeinen Ansétzen eine Angabe der 
chemischen Qualitét der Nahrstoffe unwesentlich ist. Als t-Ertragsgesetz 
bezeichne ich die Funktion, die den Pflanzenertrag mit der Wachstumszeit 
verbindet (sonst auch als Wachstumsgesetz bezeichnet) und mit -Ertrags- 
gesetz das entsprechende fiir die Temperatur. Da bei ein bzw. zwei Argu- 
menten sich diese Funktionen analytisch - geometrisch als Kurven bzw. 
Flachen darstellen lassen, werde ich, soweit es auf die geometrische Eigen- 
schaft dieser analytischen Gebilde ankommt, auch Ausdriicke wie t-Ertrags- 
kurve, ¢t--Ertragsflache, N-t-Ertragsfliche usw. benutzen, und werde mich 
zur Charakterisierung dieser Funktionen weitgehend der in der Analysis 
und Geometrie iiblichen Bezeichnungsweisen bedienen. Fiir die Nahrstoff- 
ertragskurven benutze ich dann noch die Ausdriicke: ,,Anstregstangente* 

Wert der Tangente der Ertragskurve im (wahren) Nullpunkt (du 02, fiir 
x, = 0); ferner ,,Aufsteigender Ast‘ = Stiick der Ertragskurve vom Null- 
punkt bis einschlieBlich Maximum, und ,,Absteigender Ast** = verbleibender 
Rest der Kurve. Analog! dazu fiir ,,reine*‘ Nahrstoffertragsflichen (und 
entsprechend auch fiir héhere Mannigfaltigkeiten mit ,,reinen‘* Nahrstoff- 
argumenten): ,,Férderungsgebiet“, das Gebiet der x,-... x,.-Untermannig- 
faltigkeit, in der Ju/dz2z,>0, Jua,>0, ... usw.; das restliche Gebiet 
heiBt ,,Schddigungsaebiet“. Zur Charakterisierung der ¢-Ertragskurven 
benutze ich noch die Begriffe ,,Mazximalwertzeit‘' und ,,Halbwertzeit* 
= Wachstumszeit, in welcher der volle bzw. der halbe Maximalertrag 
erreicht wird, und die ,,Schwellenwertzeit‘, die ich vorlaufig nur im 
Rahmen dieser Abhandlung — willkiirlich definiere als diejenige Wachstums- 
dauer, an deren Ende der Ertrag von 0,01 g soeben erreicht wird. Ich 
fiihre diesen Begriff ein, weil er, wie sich unten zeigen wird, unter anderem 
in bestimmter Abhangigkeit von der Temperatur steht. An seiner Stelle 
die sonst gebraéuchlichen Begriffe ,,Induktionsperiode“ oder ,,Latens- 
periode“* zu verwenden, erschien mir aus versuchstechnischen Griinden 
nicht ratsam. 


Unsere im vorigen Kapitel angegebene Problemstellung erscheint 
nach dieser Festsetzung nunmehr als eine ,,topographische** Festlegung 
der oben angefiihrten geometrischen Gebilde. 


IIL. 
a) Versuchsanordnung und spezielle Problemstellung. 
Als Versuchsobjekt diente Aspergillus niger, als KulturgefaBe 


100-ccm-Erlenmeyerkélbchen (Schott und Genossen 20), je 25 ccm 
Nahrlésung. Da saure Nihrlésung verwendet wurde, geniigte ein- 


1 Mit dem Unterschied, da® sich hier die Bezeichnungsweise auf die 
Koordinaten bezieht, wahrend bei der Ertragskurve die entsprechenden 
Kurvenstiicke selbst ausgezeichnet wurden. 


Biochemische Zeitschrift Band 198. 31 
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maliges Sterilisieren im Dampftopf bei + 100°C. Die Zusammen- 
setzung der Grundnihrlésung war folgende: 
i Meg Geet. axes ce 6 « @ one SOQ Com 
2. Saccharose (Handel). .... . . 1000¢ 
a ee ee ae ee 22g 
re. SS Sk ec sw & ee te ee 
re 6 sa oy ewe ot a + 6 ie ne 
iS < - a0 6 6.9 «46. be oe ne 
es 7 6 osc se ec 


Die Substanzen wurden stets in der angegebenen Reihenfolge 
gelést, um ein nachtragliches Ausfallen von schwerléslichen Phosphaten 
zu verhindern. Als Stickstoffquelle diente Ammonsulfat, das in drei 
verschiedenen, jedesmal in den Tabellen und Diagrammen angefiihrten 
Gaben zur Verfiigung stand; die Angabe bezieht sich auf die Masse 
Ammonsulfat in Grammen pro VersuchsgefaB. Bis auf den Zucker 
wurden grundsatzlich alle Substanzen analytisch genau gewogen, um 
jegliche Fehler, die etwa auf Ungenauigkeit in der Zusammensetzung 
der Nahrlésung beruhen kénnten, méglichst auszuschalten. Die Be- 
impfung geschah mit einer Sporensuspension, von der jedem Kélbchen 
vermittelst steriler Pipette je 3 Tropfen zugesetzt wurden. Zahlungen 
ergaben, dab die Beimpfung sehr gleichmaBig war'. Die Kultur erfolgte 
in einem mit Wasser umschlossenen und mit Leuchtgas geheizten 
Thermostaten, der bis + 31°C eine verhaltnismabig konstante Tem- 
peratur einhielt (extreme Schwankung etwa — 1,0° C), wahrend aller- 
dings bei —+- 35° C die extreme Schwankung bereits — 1° C iiberschritt. 
Daher und auch aus anderen Griinden wurde ein Teil von Versuch 4 
wiederholt ; die Reproduktion ist zwar nicht gut, aber bei der Empfind- 
lichkeit, die der Pilz bereits bei dieser Temperatur zeigt, immerhin 
noch brauchbar. Die Ernte geschah durch Absaugen der restlichen 
Nahrlisung von den Mycelien. Diese wurden eine Woche bei 40° C 
im Brutzimmer vorgetrocknet, dann bei 100°C im Trockenschrank 
zur Gewichtskonstanz gebracht (24 Stunden). Von der restlichen 
Nahrlésung wurde die Wasserstoffionenkonzentration nach Michaelis 
bestimmt. Die VersuchsgefiBe waren — in allen Versuchen in gleicher 
Weise — fortlaufend von 1 bis 210 numeriert, so dab systematische 
Abweichungen, die durch bestimmte Eigenschaften (etwa Abweichungen 
in der Form oder besonders guter Léslichkeit der Glassubstanzen usw.) 
einiger GefaiBe hitten verursacht werden kénnen, im Verlauf der Ver- 
suche festgestellt worden waren; jedoch wurde keine solche Abweichung 
beobachtet. Jeder Einzelversuch wurde ausnahmslos in zehnfacher 


1 Vgl. auch R. Meyer, Zeitschr. f. Pflanzenernéhrung u. Diingung, 
8, 121, 1927. 
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Wiederholung ausgefiihrt; wegen Raumersparnis verzichte ich jedoch 
auf die Angabe der Einzeldaten und beschrianke mich auf die Angabe 
der arithmetischen Mittel M und der mittleren Schwankungen p*. 


b) Ergebnisse. 
Simtliche zahlenmaBigen Ergebnisse gebe ich am SchluB der 
Abhandlung in Tabellen mit zwei Eingangen wieder. Die geometrische 
Darstellung der Ergebnisse sieht man in den Diagrammen (Abb. | bis 4) 








Trockengewichi 


Ne 
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100 200 300 «0 Stunaen 
Wachstumszeit 
Abb. 1. ¢-Ertragskurven drei verschiedener N-Gaben bei + 20°C 
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Abb. 2. t-Ertragskurven drei verschiedener N-Gaben hei + 27°C 
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0 100 200 300 00 5 junden 
Wachstumszeit 
Abb. 3. ¢-Ertragskurven drei verschiedener N-Gaben bei + 31° C 


* «= \[er)n; ve = M—-bh; 1 sind die Einzelwerte, n = Anzahl der 
Parallelen. 
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Trockenigewicht 
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Abb. 4. ¢-Ertragskurven drei verschiedener N-Gaben bei + 35° C 


als ¢-Ertragskurven unter verschiedenen Nebenbedingungen. Diese 
zeigen im wesentlichen folgendes: Mit steigender Temperatur nimmt 
zunichst die Maximalwertzeit ab, und zwar bei verschiedenen Stick- 
stoffgaben in verschiedenem Verhiltnis (vgl. Abb. 5), bei héherer 


ne. 





Stunden 


& 
8 


3 





Masimalwertzeit 


Ww 
S 











10 2 30°C Temperatur 


Abb. 5. Maximalwertzeit-Temperatur-Diagramm bei zwei verschiedenen N-Gaben. 


Stickstoffgabe starker als bei niedriger. Die Maximalwertzeit erreicht — 
bei verschiedenen Stickstoffgaber, wieder etwas verschieden — in der 
hier gewahlten Versuchsanordnung ihr Minimum in der Umgebung 
von + 30°C; bei héherer Temperatur nimmt sie dann wieder zu!. 
[Die Extrapolation der Kurven (in den Abb. 5, 6 und 7 gestrichelt) 
erfolgte nach Schatzung auf Grund der Ergebnisse Salmenlinnas. | 
Ein entsprechendes Verhalten zeigt die Abhaingigkeit der Halbwertzeit 
von der Temperatur. Es ist aber beachtenswert, daB die Anderung 
der Halbwertzeiten und der Maximalwertzeiten nicht immer gleich- 
sinnig verliuft, und daB nicht etwa beide ihr Minimum bei derselben 
Temperatur erreichen, sondern — insbesondere nach Uberschreiten 
des Minimums — wichst die Maximalwertzeit starker als die Halb- 


1 Vgl. auch S. Salmenlinna, Ofvers of Finsk. Vetensk. Soc. Férhandl. 
Afd. A. 59, 1 bis 28, 1918. 
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wertzeit, eine Beobachtung, die ich Salmenlinna bestatigen kann; 
ferner erreicht die Maximalwertzeit ihr Minimum auch friiher als die 
Halbwertzeit. Die Minima der Halbwertzeiten liegen bei um so héherer 
Temperatur, je geringer die Stickstoffgabe ist. Das Maximum der 
Maximalwerte selbst (in Abb. 5 bei den die Versuchsergebnisse dar- 
stellenden Kreisen als Zahlen eingetragen) fallt nahezu mit dem Werte 
des Minimums der Maximalwertzeiten bei den beiden héchsten Stick- 
stoffgaben zusammen; wieweit das auch bei der geringsten Stickstoff- 
gabe zutrifft, konnte durch die Versuche nicht ermittelt werden, da 
hier die Maximalwerte nicht mit erfaBt wurden. Die Halbwerttangente 
verhalt sich natiirlich ahnlich wie die Halbwertzeit. 








7 
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-—-»-—__— 





Jchwe/lenwertzeit 
S 
S 
7~Y 

















20 30°C’ Temperatur a) 20 30 °C Temperatur 
Abb. 6 Abb. 7 
Halbwertzeit-Temperatur-Diagramm bei drei Schwellenwertzeit-Temperatur-Diagramm bei 
verschiedenen N-Gaben drei verschiedenen N-Gaben 


Die Schwellenwertzeit nimmt ebenfalls mit steigender Temperatur 
ab: ob sie aber ein Minimum erreicht, lieB sich durch die Versuche 
nicht feststellen (Abb. 7). 


Ein auffallendes Verhalten zeigt die Streuung. Als MaB® derselben 
ist in den Abb. | bis 4 die GréBe der mittleren Schwankung zu jedem 
Versuchswert eingezeichnet. Von der Temperatur scheint sie ziemlich 
unabhangig zu sein. Dagegen erreicht sie immer ein Maximum in der 
Nahe des Halbwertes. Da ich von der naheliegenden Hypothese aus- 
ging, dieses Verhalten kime durch Verschieben einer (an sich idealen) 
t-Ertragskurve zustande, so versuchte ich fiir gewisse Punkte dieser 
Kurven eine feinere Analyse der Haufigkeitsverteilung der Gewichte, 
von deren Ausfall, wenn man noch einige Primissen, auf die ich hier 
nicht eingehe, hinzunimmt, die Richtigkeit jener Hypothese abhangig 
gewesen wire. Leider war die benutzte Apparatur unzureichend, so 
daB keine von systematischen Fehlern freie Gewichtsverteilungskurve 
erhalten werden konnte. Andererseits kann dieses Verhalten der 
Streuung natiirlich auch durch Apparaturfehler allein bedingt sein, 
z. B. durch Temperaturdifferenzen innerhalb des Brutraumes; hierfiir 
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spricht auch, wie man leicht einsieht, eine noch relativ groBe Streuung 
kurz vor Erreichung des Maximums. Ein weiteres Eingehen auf diese 
Zusammenhange, deren restlose Klarung von rein technisch-experi- 
mentellen Fragen abhangt, ist hier nicht von Interesse, da unsere 
Ergebnisse, so grob wie sie hier zunachst mitgeteilt werden, dadurch 
noch nicht erheblich beeinfluBt werden. Erst eine Untersuchung der 
, Feinstruktur’* des Ertragsgesetzes wird die Lésung jener Fragen voraus- 
setzen miissen. 


Die oben mitgeteilten Ergebnisse stimmen recht gut zu einigen 
an Hafer' gewonnenen; aus ihnen folgt z. B. das Gesetz von der zeit- 
lichen Maximumverschiebung : 


Mit zunehmender Wachstumszeit riickt das Maximum einer Ndhr- 
stoffertragskurve von Werten niederer zu Werten héherer Ndhrstoffgal« 
(Abb. 8 und 9)?. 
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66 23,7% Ammonsulfat 


Abb. 8. N-Ertragskurve nach sechs Tagen Wachstumszeit 
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Abb. 9. N-Ertragskurve nach neun Tagen Wachstumszeit. 


1 Vgl. FuBnote 3 auf 8. 466. 

2 Diese Abbildungen entstammen einem Versuche iiber das Verhalten 
der Anstiegstangente im Schédigungsgebiet, von dessen Veréffentlichung 
ich absehe, da diese Frage jetzt von einem umfassenderen Gesichtspunkt 
angefaBt wurde. Vgl. auch A. Walther, Einfiihrung in die mathematische 
Behandlung naturwissenschaftlicher Fragen, 8S. 193 bis 195, Berlin, Julius 
Springer, 1928. 
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Ein gleiches zeitliches Verschiebungsgesetz folgt aus unseren 
Ergebnissen bei Aspergillus niger allerdings auch fiir den Wendepunkt 
des absteigenden Astes; bei Hafer gab es ein solches nicht. Diese Tat- 
sache scheint damit zusammenzuhangen, da Hafer ein natiirliches 
abgeschlossenes Wachstum (Reife) erreicht, wahrend das bei Aspergillus 
nicht der Fall ist; der tiefere theoretische Zusammenhang ist natiirlich 
noch vollig unklar. 


Auf Grund der obigen Ergebnisse bedarf aber auch eine in der 
Physiologie oft gebrauchte Gruppe von Termini einer logischen Revision 
Es geht ohne weiteres aus den Kurven hervor, da8 es z. B. eine ,.optimale 
Stickstoffgabe**, ,,optimale Temperatur** usw. schlechthin nicht gibt. 
Diese Termini haben nur relative Bedeutung: Erstens in problematischer 
Hinsicht; denn es muB z. B. hinzugefiigt werden, ob ,,optimale Tem- 
peratur®’ diejenige Temperatur sein soll, bei der gréBte Wachstums- 
geschwindigkeit (Halbwerttangente) oder héchster Ertrag usw. erzielt 
werden sollen; daB beiden Fallen verschiedene Temperaturen ent- 
sprechen, haben wir festgestellt. Ferner ist zu beachten, daB ,,Maximal- 
ertrag’, ,,héchste Wachstumsgeschwindigkeit’ usw. selbst wieder 
von anderen Bedingungen abhangig sind. So hat es z. B. nur Sinn 
zu sagen: ,,optimale Temperatur, die die gréBte Wachstumsgeschwin- 
digkeit unter den und den Versuchsbedingungen bewirkt*’. 


IV. SehluB. 


Absichtlich habe ich die Besprechung der Ergebnisse knapp ge- 
fabt; denn mehr als viele Worte sagen die Diagramme. Langwierige 
theoretische Erérterungen lassen sich vorlaufig noch nicht daran an- 
kniipfen. Mir kam es zunichst darauf an, die Problemstellung recht 
scharf hervorzuheben und den Weg der experimentellen Lésung der 
Probleme anzudeuten. Da8 unsere bisherigen Ergebnisse noch nicht 
im entferntesten dazu ausreichen, unser Wissensgebiet zur Bildung einer 
Theorie (im Sinnedesin FuBnote 3 auf 8.464 zitierten Ausspruches H ilberts) 
reifen zu lassen, dariiber bin ich vollkommen im klaren; aber trotzdem 
hege ich die feste Hoffnung, daB ein genaues Studium der Ertrags- 
gesetze, eben wegen ihrer Kontinuierlichkeit, einmal zu einer solchen 
fiihren werden. Das Studium des Ertragsgesetzes erlegt uns namlich 
zweierlei Dinge auf, die man oft in der Biologie vermibt, die aber die 
kategorische Voraussetzung fiir jede Bildung einer Theorie sind: Erstens 
erfordert es eine scharfe kritische und logische Problemstellung, wozu 
ja schon die Heranziehung mathematischer Begriffe zwingt; zweitens 
zieht diese wiederum eine duBerste Sorgfalt in der experimentellen 
Behandlung der Aufgaben nach sich, die diese mehr und mehr dem 
Charakter des rein physikalischen Experiments nahert. 
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Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. Rippel dafiir, 
daB er mir sein Institut zur Verfiigung stellte, Herrn Prof. Dr. Walther 
fiir wertvolle Ratschlage auf mathematischem Gebiet und der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft fiir die Bereitstellung von 
Mitteln, die mir die experimentelle Bearbeitung meiner Aufgaben 
erméglichte, zu danken. 


In den folgenden Tabellen gebe ich die zahlenmaéBigen Belege fiir die 
Abb. 1 bis 4 an. 

Bei der Trockengewichtsbestimmung wurde noch die dritte Stelle 
hinter dem Komma ermittelt; ich sehe hier von deren Angabe aus Raum- 
ersparnis und vor allem auch deshalb ab, weil sie stark von der Streuunng 
verwischt wird und ihre Mitfiihrung schon deshalb sinnlos ist. Die kursiv 
gedruckten Zahlen unter den Ertragsangaben sind die py-Werte der rest- 
lichen N&ahrlésungen. Ich gebe sie hier an, ohne zuniéchst weitere Er- 
érterungen daran anzukniipfen. Das Verhalten der Wasserstoffionen- 
konzentration zeigt typische Beziehungen zu den Ertragen; die (der Uber- 
sichtlichkeit wegen in die Abbildungen nicht aufgenommenen) py-Kurven 


Tabellen I bis TV. 


N-t-+-Ertragsgesetz und py der restlichen Nahrlésung. 





Tabelle I. 
Temperatur + 20°C, 
Ammonsulfatgabe 
Wachstumszeit ” —_ ‘ ‘ eaeeeetaes ~ ———_ J 
0,025 g 12¢ 589 
0 0,00 0,00 0.00 
(2,93) (3,14) (3,22) 
115 0,06 + 0,03 0,04 + 0,04 0,02 + 0,01 
(2,05) (2,79) (3.14) 
143 0,22 + 0,02 0,30 + 0,16 0,02 + 0,01 
(1,65) (1,56) (3.05) 
171 0,32 + 0,04 0,75 + 0,20 0,02 + 0,01 
(1.69) (1,18) * (2,98) 
192 0,38 + 0,95 1,18 + 0,13 0,03 + 0,01 
(1,51) (0,97) (2,79) 
244 0,38 + 0,05 1,39 + 0,06 0,22 + 0,99 
(1,51) (0,94) (2,25) 
396 0,40 + 0,03 1,35 = 0,08 0,67 + 0,17 
(1,42) (1.04) (7,08) 
453 0,43 + 0,05 1,35 + 0,04 1.47 + 0,10 
(1,54) (1,13) (1,44) 
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Tabe TE Il. 


Temperatur + 27°C. 





Ammonsullatgabe 











Wachstumszcit a 
0,025 g 12g 5.8 2 
0 0,00 0,00 0.00 
(2.81) (2,91) (3,19) 
5D 0,01 + 0,01 0,01 + 0,00 0,01 + 0,01 
(2,77) (2.89) (3,08) 
74 0,13 + 0,08 0,13 + 0,12 0,03 + 0,02 
(1,77) (1,94) (3,217) 
100 0,33 + 0,06 1,01 + 0,33 0,02 + 0.01 
(1.41) (1.04) (2.96) 
; 124 0,41 + 0,05 1,60 + 0,26 0,10 + 0,07 
(7.39) (O83) (258) 
169 0,42 + 0,06 1,62 + 0,04 0,83 + 0,22 
(1,53) (0.87) (1.58) 
243 0,47 + 0,03 1,45 + 0,03 1,54 + 0,09 
(7.53) (1.07) (1,37) 
577 0,58 + 0,06 1,31 + 0,04 1,31 + 0,05 
(2,83) (2.97) (3.79) 
Tabelle 111. 
Temperatur + 31°C, 
Ammonsulfatgabe 
Wachstumszeit — ——— — 
0,025 g 12¢ 58g 
0 0.00 0.09 0.00 
(3.71) (3,18) (3.45) 
: 5S 0,08 + 0,03 0.13 + 0,07 i 
: (1,05) (2,03) 
: 78 0,27 + 0,03 1,08 + 0,32 0,02 + 0,01 
: (1,54) (1,11) (3.00) 
97 0,36 + 0,02 1,65 + 0,14 0,07 + 0,038 
(1,57) (O92) (2,55) 
126 0,42 + 0,04 1,83.+ 0,05 0,93 + 015 
(1.86) (O85) (1.75) 
170 0,44 + 0,02 1,73 + 0,06 1.61 + 0,14 
(1,72) (1.02) (1,32) 
240 0,48 + 0,03 1,56 + 0,06 1,34 + 0,12 
(1,53) (1.21) (1,72) 
360 0,50 + 0,04 1,52 + 0,07 1,26 + 0,11 
— (1,28) (1,63) 
530 -- - 1,21 + 0,07 
- — (7.67) 
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Tabelle IVa. 


Temperatur + 35°C. 





Wachstumszeit 
0,025 g 


0 0,00 
(2,567 ) 
51 0,22 + 0,01 
(1,61) 
57 0,26 + 0,03 
(7.61) 
71 0,32 + 0,08 
(1,59) 
81 0,35 + 0,01 
(159) 
96 0,36 + 0,03 
(1,63) 
153 0,45 + 0,03 
(1,49) 
240 0,52 + 0,31 
(7.55) 


Ammonsulfatgabe 


12¢ 


0,00 
(3,15) 
0,41 + 0,15 
(1,39) 
0,90 + 0,05 
(1,09) 
1,49 + 0,06 
(0,94) 
1,65 + 0,05 
(0,87) 
1,66 + 0,06 
(0.88) 
1.91 - 0,05 
(1,01) 
1,83 + 0,04 
(1,11) 


Tabelle IVb. 


Temperatur 


35° C (teilweise Wiederholung von 


58 


g 


0.00 
(3,33) 
0,01 + 0.01 
(3,14) 
0,02 + 0,01 
(3,14) 
0,02 + 0,02 
(2,97) 
0,10 + 0,02 
(2,08) 
0,32 + 0,09 
(1,92) 
1,46 + 0,11 
(1,42) 
1.67 + 0,15 
(1,43) 


Tabelle IVa). 





Wachstumszeit paapinenianeatininmnatetteetinsigtaamantiie 


12g 
0 0,00 
(3,38) 
44 0,22 + 0,04 
(1,75) 
72 1,61 + 0,06 
(0,92) 
108 1,69 + 0,07 
(O92) 
156 1,75 + 0,07 
(1,07) 
207 1,73 + 0,04 
(1,20) 
255 1,71 + 0,07 
(1,23) 
303 
399 1,69 + 0,04 
(1,28) 


Ammonsulfatgabe 


0,34 + 0,19 
(1,93) 
1,14 + 1,19 
(1,58) 
1,59 + 0,13 
(1,451) 
1,53 + 0,16 
(1,59) 
1,53 + 0,06 
(1,63) 
1,50 + 0,14 
(1,71) 
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sind bei passender Ordinatenwah! nahezu spiegelbildlich symmetrisch zu 
den t-Ertragskurven. DaB in den verschiedenen Versuchen die Anfangs- 
pu-Werte in entsprechenden Lésungen nicht iibereinstimmen, liegt woh! 
daran, daB als Kohlenstoffquelle Handelsrohrzucker benutzt wurde, der 
infolge wechselnden Kalkgehalts die Reaktion der Lésung beeinfluBte. 
Der Fehler liegt aber in engen Grenzen, so da®B die Ergebnisse dadurch 
kaum verzerrt werden. 

In den Abbildungen sind die arithmetischen Mitte! der Ergebnisse 
durch kleine Kreise bezeichnet, durch welche die entsprechenden Ertrags- 
kurven als ,,glatte‘*‘ Kurven gelegt sind. Die Punkte beiderseits eines jeden 
Kreises (in Ordinatenrichtung), die mit diesen verbunden sind, geben die 
GréBe der mittleren Schwankung als MaB der Streuung fiir den bet reffenden 


Wert an. 











; 
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Uber die Einwirkung 
des Sympathicus auf den Ammoniakgehalt des Muskels. 


Ve ym 
Hans-Edwin Biittner. 


(Aus der Medizinischen Universitaéts-Poliklinik, Wurzburg.) 


(Eingegangen am 17. Mai 1928.) 


In friiheren Versuchen konnte gezeigt werden, daB bei Fréschen, 
die einseitig sympatbisch denerviert wurden, der Kohlehydratstoff- 
wechsel weitgehende Veranderungen erfahrt [s. Literatur Magnus- 
Alsleben (1), Biittner (2)|. Bis vor kurzem galten die Kohlehydrate als 
die Hauptquellen fiir die Substanzen, die die Verkiirzung der Muskeln 
hervorrufen. Neuerdings werden auch stickstoffhaltige Verbindungen, 
vor allem Kreatinphosphorsaure und Adenylsaure als Ausgangsmaterial 
fiir die Verkiirzungssubstanzen in Betracht gezogen. Da die neuerdings 
von Parnas (3) und Embden (4) aufgefundene Ammoniakbildung bei 
der Muskelkontraktion als Hinweis fiir die Spaltung derartiger Sub- 
stanzen angesehen werden kann, haben wir unsere Untersuchungen 
jetzt auch auf den Ammoniakgehalt der Muskeln nach Sympathicus- 


denervierung ausgedehnt. 
Unsere wichtigsten Ergebnisse waren bisher: 


Eine Glykogenvermehrung beim Ruhetier auf der sympathektomierten 
Seite, eine Milchséiurevermehrung und eine Lactacidogenverminderung. 
Auguste Hoffmann und Wertheimer (5) erweiterten diese Versuche. Sie 
fanden insbesondere nach Strychninvergiftung und Sympathektomie einen 
bedeutend héheren Gehalt an Glykogen auf der operierten Seite. Ho//- 
mann und Wertheimer kamen auf Grund ihrer Versuche zu dem SchluBb, 
daB der Glykogenstoffwechsel direkt vom Sympathicus beeinfluBt werde, 
wie auch friiher schon durch meine Versuche wahrscheinlich gemacht 
wurde. Mit einer besonderen Versuchsanordnung fand Gabbe (6), daB auch 
die Resynthese des Glykogens nach sympathischer Denervierung § ver- 
langsamt ist. 

Die bisherigen Kenntnisse iiber die Ammoniakbildung im Muskel 
sind kurz folgende [s. Parnas (3) und Embden (4)]. In Ruhe enthalt der 
Muskel nur Spuren von Ammoniak (unter 1 mg-°,). Ein Zerschneiden 
des Muskels hat eine sehr schnell (in etwa 90 Sekunden) verlaufende 
Ammoniakbildung zur Folge. Diese von Parnas ,,traumatisch*’ genannte 
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Ammoniakbildung betragt im Froschmuskel etwa 5 mg-°,. Durch Zer- 
reiben des Muskels nach Gefrieren in fliissiger Luft oder durch Zerreiben 
in einer Boratlésung von py 9,53 wird diese traumatische Ammoniakbildung 
unterdriickt. Ferner fanden Parnas und Embden, daB auch nach elektrischer 
Reizung eine NH,-Bildung auftritt. Diese Arbeitsammoniakbildung ist 
abhangig von der GréBe der geleisteten Arbeit und damit auch, wenn 
auch nicht stéchiometrisch, so doch gesetzmaBig vom Kohlehydratstoff- 
wechsel. Im Gegensatz zur Milchséurebildung fand Parnas keine Re- 
versibilitaét der NH,-Bildung. Embden (4) dagegen hat eine solche fest- 
gestellt. Die Frage der Reversibilitaét ist somit bis jetzt noch nicht geklart. 


Methodisches. 


Die Versuche wurden in den Monaten November bis Januar angestellt. 
Die Jahreszeit ist wichtig, da nach Mozolowski (7) die traumatische N H,- 
Bildung, ahnlich wie andere Stoffwechselvorgange, im Sommer anders 
verlauft als im Winter. Verwendet wurden die Gastrocnemien von Rana 
temporaria und von Rana esculenta. 


I. Operative Technik. 


Die Sympathektomie wurde nach Hoffmann und Magnus-Alsleben 
ausgefiihbrt. [Genaueres iiber die Methodik s. Biittner (2), Hoppe-Seylers 
Zeitschr. f. phys. Chem. 161, 284.] Die Zeit zwischen Operation und 
Analyse wurde zwischen 4 Stunden und 12 Tagen variiert. Bei der Fest- 
stellung der Ruhewerte machten wir dieselbe Beobachtung wie Mozo- 
lowski (7), daB von der Geschwindigkeit des Tétens ungemein viel abhangt. 
Wir fanden, da8 man nicht nur die Wirbelséiule in der Mitte vor dem 
Dekapitieren zu durchschneiden hat, sondern da sogar ein Herausnehmen 
des Frosches aus dem Behialter stért. Mozolowski (7) half sich dadurch, 
daB er eine leichte Chloretonnarkose anwandte. Wir wollten die Narkose 
vermeiden, um nicht einen unbekannten Faktor in die Analyse zu bringen. 
Die nach Sympathektomie auftretende starkere Durchblutung kann immer- 
hin mehr Narkoticum in die operierte Extremitaét bringen und so vielleicht 
auf der einen Seite eine stérkere Wirkung entfalten als auf der anderen 
Seite. Wie groB aber der Einflu8 von Narkoticis auf den Muskelstoffwechsel, 
ist, zeigt die Milchséurevermehrung schon nach leichter Athernarkose. 
Bewahrt man die Frésche in weiten, gut zugénglichen GeféBen auf, dann 
kann man dem ruhig sitzenden Frosch blitzschnell das Riickenmark durch- 
trennen und vermeidet so die kleinste Zuckung. Bei Feststellung der 
Ruhewerte wurden die Gastrocnemien schnell und sacht losgetrennt, auf 
der Hornwaage gewogen und beide Muskeln zugleich mit Sand zerrieben. 
Bei der Feststellung der N H,-Werte nach elektrischer Reizung gingen wir 
anders vor. Da die Frage der Reversibilitét nicht geklirt ist, glaubten 
wir keine Zeit nach dem letzten StromstoB verlieren zu diirfen. Der Frosch 
wurde sofort nach Aufhéren des Reizes in iiblicher Weise getétet und 
prépariert. Dann kamen beide Muskeln zugleich in ein vorher analytisch 
gewogenes Glas mit 5ccm Boratlésung und wurden absolut zu gleicher 
Zeit zerschnitten (von zwei Personen). Nach dem Zerschneiden wurde 


“dann das Muskelgewicht festgestellt. Genau so wurde bei der traumatischen 


NH,-Bildung verfahren, nur daB die Muskeln in Wasser zerschnitten wurden. 
Die Feststellung des Muskelgewichts erfolgte vor dem Zerschneiden. Zu 
beiden Muskeln wurden dann zu bestimmter Zeit zugleich 5ccm Borat 
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hinzugegeben. Unsere Feststellung (s. weiter unten), daB die von uns 
gefundenen traumatischen NH,-Werte etwas niedriger waren als die von 
Parnas angegebenen, fand ihre Erklérung in einer spaéter erschienenen 
Arbeit von Mozolowski (7), der feststellte, daB Muskeln, mit Sand zerrieben, 
mehr NH, bilden als zerschnittene Muskeln. 


II. Chemisch-analytische Methodik. 

Die Bestimmung des Ammoniaks geschah genau nach der von Parnas (3) 
angegebenen Methode. Herr Parnas hatte die Liebenswiirdigkeit, mir die 
Methode persénlich zu zeigen. Erwaéhnt sei nur noch, daB wir eine be- 
sonders leistungsfahige Wasserstrahlpumpe zur schnellen Erzielung eines 
absoluten Druckes von 25mm Hg verwendeten. 


III. Methode der elektrischen Reizung. 


Den Fréschen, die an den oberen Extremitaten fixiert an einem Brett 
hingen, wurden Nadelelektroden rechts und links in die plexus ischiad. 
eingestochen. Die Reizung erfolgt mit Schlitteninduktor und Metronom, 
pro Sekunde ein Reiz von etwa 0,4 Milliamp. Starke. Im Sekundarkreis 
wurden die SchlieBungsstréme durch eine Radiogitterréhre von 15 Milliamp. 
Emission abgeblendet. Da das Gitter hierbei nicht nétig ist, wurde es mit 
der Anode kurzgeschlossen und so ausgeschaltet. Durch Variation der 
Heizstarke lat sich die Starke der Induktionsstréme und damit der Reize 
sehr fein verandern. Die Reizzeit wurde zwischen 10 Sekunden und einer 
Stunde variiert. 


Versuchsergebnisse. 
I. EinfluB des Sympathicus auf den traumatischen N H,-Gehalt (Tabelle I). 


Da aus friiheren Versuchen bekannt ist (s. Einleitung), daf Unter- 
schiede im Kohlehydratstoffwechsel nach Sympathektomie durch 
Arbeit besonders deutlich werden, untersuchten wir zuerst den traumati- 
schen NH,-Gehalt (das Zerschneiden oder Zerreiben ist ja der Arbeit 
gleichzusetzen), da wir hierbei am ehesten Unterschiede erwarten 
konnten. Nach einer miindlichen Mitteilung von Parnas ist der N H,- 
Gehalt der Froschmuskeln (Gastrocnemien) rechts und links praktisch 
gleich. Die Kontrollversuche (Tabelle I, Nr. 12 bis 17) zeigen, da 
meistens die Unterschiede praktisch bedeutungslos sind. Frosch Nr. 13 
und 14 zeigen aber mit 14 bzw. 11 % Differenz, daB man doch gut tut, 
nach irgendwelchen Eingriffen erst Versuche mit iiber 20°, Differenz 
als positiv zu werten. Der traumatische NH,-Gehalt des Frosch- 
muskels betrigt, berechnet aus 21 Versuchen von Parnas’, 5,3 mg-%. 
Der Durchschnitt unserer 17 Kontrollseiten ist aber 4,6 mg -%, 
also um etwa 13 % niedriger. Der Unterschied liegt wohl im Methodi- 
schen, denn wir zerschnitten und Parnas zerrieb die Muskeln. Nach 
Mozolowski (s. Einleitung) gibt aber Zerschneiden niedrigere Werte. 


1 Diese Zeitschr. 184, 407, 1927. 
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Tabelle 1. 


EinfluB des Sympathicus auf den traumatischen Ammoniakgehalt. 











| Zeit von | Muskelgewicht in g NH, in mg+°'o L.>R. 

Nr Datum Operation : - ——— 

bis Tétung L IN L. operiert kK 

1 6. IIL. — 0,739 0.700 2.6 2.8 7 
2 i: + — 0,380 0,390 3,24 3,29 2 
3 25. iI. -- 0,380 0,370 3,85 3,38 1 44 
4 a os - 0,670 0,699 4,36 3.93 11 
5 2. IL. — 0,730 0,730 4,65 4.87 — 5 
6 a ss - 0,430 0,440 5,2 5,3 2 
7 17. IL. 4 Tage 0,430 0,460 3,6 24 53 
Pe Syvee we 0,680 0,690 3.9 2.5 56 
9 a 2 © ie 0,710 0,700 3.7 3,59 + 11 
10 RA a oe 0,490 0,500 38 3.5 + 10 
11 ie Se ae 0,570 0.560 7,1 4,0 78 
12 —C Se Re 0,540 0,540 48 4.1 17 
13 ot 2 TR Ca 0.440 0,469 7,3 4.9 + 49 
14 3. X11. 18 Std. 0,399 0,418 6.4 5.1 + 25 
15 5.XIf. 1 Tag 0,373 0,350 7,7 5.3 + 46 
16 \ ieee 3 - 0,510 0,630 13.8 7.56 + 838 
17 3. XI. a 0,179 0,167 33.0 11,7 +179 


Anmerkung: Nr. 1 bis 6 nieht operierte Kontrolltiere. Die zur Analyse 
verwendeten Muskeln waren Gastrocnemien. Zerschneiden der Muskeln 
in Wasser. Nach 2 Minuten Zusatz von Borat. 


In allen elf Versuchen wurde auf der sympathektomierten Seite 
die traumatische NH,-Bildung héher gefunden, dabei allerdings bei 
Versuch 7 und 9 innerhalb der von mir angenommenen Fehlergrenzen. 
Wie die extrem hohen Werte in Versuch 17 zu werten sind, ist schwer 
zu entscheiden; da die Werte auf beiden Seiten hoch sind, darf ein 
Analysenfehler wohl ausgeschlossen werden. Der Durchschnitt aus 
allen Versuchen zeigt eine um 55 % héhere traumatische N H,-Bildung 
auf der operierten Seite. Die Zeit von der Operation bis zum Versuch 
scheint keine Rolle zu spielen, denn nach einem Tag sind die Unter- 
schiede genau so groB wie nach 4 Tagen. . 


II. EinfluB des Sympathicus auf den N H,-Gehalt nach Arbeit (Tabelle II). 


Uber die Methodik dieser Versuchsreihe ist alles gesagt. Uber die 
GréBe der NH,-Bildung nach Arbeit ist noch nicht allzuviel bekannt. 
Aus einer Tabelle von Parnas', die zu einem anderen Zwecke auf- 
gestellt wurde, laBt sich bei 200 bis 550 Zuckungen ein Mittelwert von 
3,3 mg-°% NH, berechnen. Diese Anzahl Einzelzuckungen reicht sicher 
nicht zur vélligen Erschépfung aus. Die NH,-Werte zwischen 200 und 
550 Zuckungen zeigen keine Abhangigkeit von der Anzahl der Zuckungen. 


1 Klin. Wochenschr. 1917, Nr. 11, 8S. 17. 
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Tabelle II. 


EinfluB des Sympathicus auf den Ammoniakgehalt nach Arbeit. 





Zeit nies Ps : 2 Muskelgewicht in g Ammoniak in mg-°/, _—" 
Nr. Datum )peration zaus ee a ee 
tis ‘Totus Sz 2 L R. aiteie R. “lo 

1 1. XII | 2 Tage 30 0,522 0,506 8,1 3,47 -133 
2 28. XII. 4 Std. 50 0,450 0,415 6,5 48 + 36 
3 || 29. XI. -.'s 50 0,650 0,730 5,8 4.1 42 
4 9. I. | 10 Tage 50 0,380 0,430 5.5 3,9 + 42 
5 a @-e-s 50 0,230 0,240 7,7 5,1 52 
6 ma BI -« 10 0,290 0,350 5.9 3,9 50 
Te oe oe 100 0,530 0,530 45 8,9 + 12 
8 i | > 200 0,420 0,460 6,1 3,8 + 62 
91 18 L 8 Std. 10 0,460 0,470 10,0 7,3 38 
10 18. I. a. » 200 0,430 0,420 8,1 5,7 42 
11) GX 14 , pig aur 0,690 0,680 2.0 1,75 12 
12 6.X11.; 15 , Ere 0,600 0,570 2.5 1,2 a 7 24 
13 wei % schépfg. 0,550 0,650 5,0 2.4 +104 


Anmerkung: Versuche 1 bis 10 Reizung durch Induktionséffnungs- 
schlige. Versuche 11 bis 13 Reizung durch Induktionséffnungsschlage bis 
zur deutlichen Ermiidung (etwa 1 Stunde). 


Fiir einen 1 Stunde lang dauernden rhythmischen Reiz mit kurzen 
Tetani (0,1 Sekunden alle 1 Sekunde) gibt er einen Wert von 2,3 mg-°%, 
an!, also betrachtlich weniger. Ein solch intensiver Reiz (3600 Einzel- 
zuckungen) bringt wohl voéllige Erschépfung mit sich. Embden dagegen* 
gibt nach 3 bis 5 Sekunden Dauertetanus schon Werte bis 3,3 mg-°%, 
an. Zieht man aus unseren Kontrollwerten (R.) das Mittel, so findet 
man 3,95 mg- %, also etwas héher als bei den anderen Autoren. (Der 
héchste von Parnas beobachtete Wert ist allerdings 4,1 mg-%.) In den 
Versuchen | bis 10 wurden 10 bis 200 Einzelinduktionsschlage verwandt. 
Ebenso wie bei Parnas zeigt sich hier keine Abhangigkeit von der 
Anzahl der Zuckungen. Bedenkt man dabei ferner, daB Embden schon 
nach 3 Sekunden Tetanus 3,3 mg-°%, NH, fand, dann ist der Schlub 
wohl berechtigt, daB die maximale N H,-Bildung schon nach kiirzester 
Reizzeit erreicht ist und dann trotz weiterer Reize auf gleicher Héhe 
bleibt. In unseren Versuchen 11 bis 13 wurden die Frésche bis zur 
vélligen Erschépfung gereizt. Hier sind die Werte ganz bedeutend 
niedriger. Dies darf man wohl als Bestatigung der von Parnas ge- 
auBerten Ansicht auffassen, da8 das NH,-bildende Material durch 
Ermiidung anscheinend teilweise verbraucht wiirde. 

Die NH,-Werte auf der sympathektomierten Seite sind alle héher 
(im Durchschnitt um 51°,). Dabei liegt nur Versuch 7 innerhalb der 


1 Diese Zeitschr. 184, 435, 1927. 
2 Klin. Wochenschr. 1927, S. 630. 
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Fehlergrenze. Eine Abhingigkeit von der Zeit zwischen der Operation 
und Versuch lat sich auch hier wie bei der vorigen Versuchsreihe nicht 
feststellen. Dabei ist die Versuchszeit von 4 Stunden bis zu 12 Tagen 
ausgedehnt. Die Unterschiede in den Versuchen mit starker Ermiidung 
sind zweimal besonders groB. 


III. Der EinfluB des Sympathicus auf den Ruheammoniakgehalt des Muskels 
(Tabelle IIT). 

Ehe die Arbeit von Mozolowski (a. a.O.) erschien, in der er fest- 
stellte, daB schon geringste Bewegungen den Ruhe-N H,-Gehalt ver- 
mehren, waren unsere ..Ruhewerte’* zu hoch und beim Normaltier 
zwischen rechts und links auch nicht gleich. Nachdem wir aber alle 
Bewegungen des Frosches beim Téten vermieden, entsprachen unsere 
Ruhewerte den von Parnas gefundenen. Die Differenzen zwischen 
rechts und links waren unter 10°. 


Tabelle III. 


EinfluB des Sympathicus auf den Ruheammoniakgehalt. 





F eh Muskelgewicht in g NHg in mg-®/o 
Nr.| Datum _bis Se L.>R Bemerkungen 
Tétung L. ; R. L R 
Tage operter © 

1) 3&2 10 0,800 0.880 0.86 0.64 + 34 

2 6.1L 2 1,500 1,450 0,83 0,76 + 9 

oi 7. 3 0,960 0,960 0.69 0.63 - © 

4} 7.9L 3 1,040 1,070 6,2 2.8 +122 Reim Téten stark 
5 8.11. 4 0,859 0.909 1,2 0.9 +. 29 gezuckt 

6 9. II. 1 1,060 1,070 0,82 0.87 — 6 

7 10.11 2 1,101 1,159 1,64 0,62 +154 Beim Téten ge- 
8 16.11. 8 1.200 1.200 0.63 0.44 . 48 zuckt (links 


starker) 


Die Werte auf der operierten Seite sind auch in dieser Versuchs- 
reihe héher als auf der Kontrollseite, doch fallt die Inkonstanz der 
Unterschiede sofort in die Augen. Versuche 2. 3 und 6 ergaben keinen 
deutlichen Unterschied. In den Versuchen 1, 5 und 8 ist der N H,-Gehalt 
auf der operierten Seite um etwa 35°, erhéht, also weniger als in den 
vorigen Versuchsreihen. Versuche 4 und 7 zeigen starke Unterschiede 
Frosch Nr. 4 zuckt beim Téten intensiv. Es traten fibrillire Zuckungen 
auf, die etwa | Minute dauerten. Hier ist auch der Wert der Kontroll- 
seite dreimal so hoch als sonst. Auch in Versuch 7 traten fibrillire 
Zuckungen auf, nur links sichtbar und nur wenige Sekunden dauernd 
Man mu8 wohl aus diesen Versuchen schlieBen, daB der Ruhe-N H,- 
Gehalt auf der operierten Seite gewOhnlich nur unwesentlich erhoht 
ist; erst die Arbeit bringt die Differenzen deutlich heraus. Dieses hat 
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seine Parallele in dem Befund Wertheimers (s. oben), daB Differenzen 
im Glykogengehalt nach Sympathektomie durch Arbeit besonders 


deutlich werden. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Wir finden beim sympathektomierten Tiere nach Arbeit (elektrische 
Reizung) auf der operierten Seite den NH,-Gehalt um 60°, erhdht. 
Da die Durchblutung auf der operierten Seite starker ist, kénnte man 
annehmen, daB bei Arbeit durch vermehrte Blutzufuhr es zu_ ver- 
mehrtem Umsatz und damit zur vermehrten Ammoniakbildung kommt. 
Dann ware die Wirkung des Sympathicus nur eine indirekte. Da aber 
auch die isolierten Muskeln (traumatische NH,-Bildung) eine ver- 
mehrte N H,-Bildung auf der operierten Seite zeigen, diirfte die Durch- 
blutung unmittelbar keine Rolle spielen. Die Frage, ob es sich nach 
Svympathektomie um eine vermehrte N H,-Bildung oder eine verminderte 
Beseitigung handelt, ist zurzeit noch nicht zu entscheiden, da die 
Frage der Reversibilitat der NH,-Bildung noch umstritten ist. Die 
bisherigen Untersuchungen von Parnas, der eine Reversibilitaét nicht 
feststellen konnte, sprechen dafiir, daB es sich nach Sympathektomie 
um eine vermehrte N H,-Bildung handelt. 


Die mitgeteilten Versuche bestatigen durchaus die in den Arbeiten 
von Embden und Parnas bereits zum Ausdruck gebrachte Anschauung, 
daB die N H,-Bildung bei den chemischen Umsetzungen, die die Muskel- 
arbeit begleiten bzw. verursachen, eine wichtige Rolle spielt. Wir 
wissen aber bisher noch nichts dariiber, von welcher Bedeutung etwa 
die GréBe der NH,-Bildung fiir den Ablauf der Kontraktionskurve 
des Muskels im einzelnen ist. Da nach unseren Versuchen die Muskeln 
nach vorausgehender Sympathicusausschaltung bei der Kontraktion 
eine gréBere Menge NH, bilden, als die normalen Muskeln, so schien 
es aussichtsreich, Versuche iiber die Bedeutung des Ammoniakgehalts 
fiir die Muskelkontraktion anzustéllen. Wir verglichen daher die Form 
der Kontraktionskurve von Muskeln, deren Sympathicus ausgeschaltet 
war, mit normalen Muskeln. Die Versuche, iiber die an anderer Stelle' 
berichtet wird, zeigen, daB der Verkiirzungsriickstand der Muskeln 
nach Durchschneiden der rami communicantes gegeniiber normalen 
Muskeln wesentlich erhéht ist. An isolierten Muskeln konnte nun 
ferner eine dhnliche Steigerung des Verkiirzungsriickstandes durch 
Zusatz von Ammoniak zur Suspensionsfliissigkeit erzielt werden, und 
zwar bei denselben NH,-Konzentrationen, wie sie in den oben an- 
gestellten Versuchen ermittelt wurden. Derselbe Befund konnte mit 


1 Pfliigers Arch., 1928. 
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Ammoniumlactat erzielt werden, demnach sind die OH-Ionen fiir die 
Wirkung nicht verantwortlich. 


Die Versuche, auf die hier nur kurz hingewiesen werden kann, 
zeigen somit, dab Ammoniak bereits in den Mengen, in denen es bei 
der Kontraktion gebildet ist, fiir den Ablauf der Muskelkontraktions- 
kurve von Bedeutung ist. Wenn Bethe daher das NH, als echte Ver- 
kiirzungssubstanz bezeichnet, so erscheint dies durchaus berechtigt. 


Was die Herkunft des Ammoniaks betrifft, so wird zurzeit von 
Embden (4) angenommen, da es aus der Adenylsiure stammt. Auch 
die Untersuchungen von Gyérgy und Réthler (8) sprechen in diesem 
Sinne. Demnach deutet die Ammoniakabspaltung im Muskel auf die 
Zersetzung eines Purinkérpers hin. Mit dieser Auffassung stehen im 
Einklang die Befunde von Gabbe (6), der kiirzlich iiber Versuche be- 
richtete, in denen der Gehalt der Muskeln an freien Purinbasen nach 
Arbeitsleistung und Durchschneidung der rami communicantes ver- 
mehrt gefunden wurde. Neuere Untersuchungen von Veuberg und 
Kobel weisen auch auf den Zusammenhang der Desaminierung von 
Aminopurinen mit dem Kohlehydratstoffwechsel hin (9). Sie fanden 
nimlich, dal Methylglyoxal, dessen regelmaBiges Vorkommen als 
Intermediarprodukt des Zuckerabbaus gesichert zu sein scheint, Amino- 
purine und besonders Aminosaiuren zu desaminieren vermag. Hiernach 
kénnen vielleicht auch Aminosaduren als Quellen des 1m Muskel ent- 
stehenden NH, in Frage kommen. Als weitere Quelle kinnte auch das 
von Eggleton (10), sowie Fiske und Subarrow (11) gefundene Phosphor- 
kreatin in Frage kommen. Wenn die weiteren Forschungen auf diesem 
Gebiete die Herkunft des Amoniaks aus der Desaminierung von 
Aminopurinen oder Aminosauren sicherstellen sollten, so ware damit 
die Méglichkeit gegeben, die Wirkung des Sympathicus auf die 
Ammoniakbildung bei der Muskelkontraktion in die weiteren stoff- 
wechselvorgange im Muskel einzuordnen. 


Zusammenfassung. 


Im Anschlu8 an unsere friiheren Untersuchungen iiber die Ein- 
wirkung des Sympathicus auf den Kohlehydratstoffwechsel des Muskels 
wurde der Ammoniakgehalt der Muskeln untersucht, als Hinweis auf 
die Spaltbarkeit ammoniakhaltiger Substanzen, welche jetzt neben 
den Kohlehydraten der Muskeln fiir die Vorginge der Kontraktur als 
wichtig angesehen werden. 


Es ergab sich: 


1. Bei Fréschen ist auf der sympathektomierten Seite die trau- 
matische N H,-Bildung um etwa 50°, héher als auf der Kontrollseite. 
32° 
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2. Auch nach elektrischer Reizung ist die NH,-Bildung auf der 
sympathisch denervierten Seite gréBer (um etwa 60°). 

3. Die Ruheammoniakwerte sind nach Sympathektomie nicht 
regelmaBig erhéht. 
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Wie 1la6t sich der Luftsauerstoff 
mit Hilfe von Uberschichtungsmittein fernhalten? 


Von 
Hans Schmalfuss und Wilhelm Peschke. 
Mitbearbeitet von Heinrich Lindemann und Karl Spitzer. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei meinen Untersuchungen von sauerstoffempfindlichen Stoffen 
war es notwendig, Bedingungen ausfindig zu machen, unter denen 
der Luftsauerstoff méglichst quantitativ von einer Fliissigkeit fern- 
gehalten wurde, ohne da standig ein indifferentes Gas eingeleitet 
werden muBte. Da, wie ich glaube, die aufgefundenen Bedingungen 
fiir manche Arbeiten auf dem Gebiete der Biochemie von Wert sein 
kénnen, teile ich meine Untersuchungen im folgenden mit. 

Wir untersuchten, wieweit Uherschichtungsmittel geeignet sind, 
den Luftsauerstoff von Lésungen leicht oxydierbarer Stoffe fernzu- 
halten. Hiaufig hat man friiher hierbei so verfahren, dab man das 
Uberschichtungsmittel, ohne es vorher zu entliiften, tiber die Lésung 
des sauerstoffempfindlichen Stoffes schichtete. Auf diese Weise kann 
der Sauerstoff selbstverstandlich niemals vollstandig von den empfind- 
lichen Lésungen ferngehalten werden, weil die tibergeschichteten 
Fliissigkeiten mehr oder minder Sauerstoff gelést enthalten. Aber 
diese Verhiltnisse sind besonders geeignet, den Wirkungsgrad ver- 
schiedener Uberschichtungsmittel unter sonst gleichen Umstiinden 
quantitativ zu vergleichen. Dieser Vergleich bildet den ersten Teil 
der vorliegenden Arbeit. 


Aber auch dann, wenn man die Uberschichtungsmittel méglichst 
volistandig entliiftet, darf man kaum hoffen, daB iibergeschichtete 
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Flissigkeiten auf die Dauer den Sauerstoff vollstandig fernhalten 
kénnen. In wie tiberraschend kurzer Zeit der Sauerstoff vielmehr 
trotz der iibergeschichteten Fliissigkeit in die sauerstoffempfindliche 
Lésung eindringt, zeigt der zweite Teil unserer Arbeit. Trotzdem 
bestehen mehrere Méglichkeiten, wie wir im letzten Teil zeigen werden, 
durch Uberschichten den Sauerstoff praktisch vollkommen fern- 
zuhalten. 


I. Wirkungsgrad verschiedener Uberschichtungsmittel. 


Anfanglich verwandten wir fiir diese Untersuchungen eine kolori- 
metrische Methode, die darauf beruht festzustellen, wieviel Farbstoff 
aus Dioxyphenylalanin' oder Pyrogallol bei geeigneten Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen gebildet wurde. Doch zeigte sich bald, dab 
hier bisweilen stérende Nebenreaktionen auftraten. Wir wahlten 
deshalb die weniger empfindliche, aber ebenfalls recht genaue Be- 
stimmungsmethode von L. Winkler?, die in den untersuchten Fallen 
von diesen Mangeln frei ist. 


Arbeitsweise. 


Zwei Glaszylinder von gleichem innerem Durchmesser (4,8 em) wurden 
mit je 250ccm méglichst sauerstofffreien Wassers* gefiillt. Dann wurde 
sofort eine bestimmte Menge derjenigen Fliissigkeit dariiber geschichtet, 
die auf ihr Vermégen hin, Sauerstoff fernzuhalten, gepriift werden sollte. 
Eine Probe diente dazu festzustellen, wieviel Sauerstoff zu Beginn des 
Versuchs im Wasser gelést war. AuGer diesen Glaszylindern wurden zum 
Vergleich noch andere ebensolche Glaszylinder mit der gleichen Menge 
Wassers ohne Uberschichtungsmittel beschickt. Alle Glaszylinder wurden 
dann in einen Thermostaten gestellt, dessen Temperatur auf + 0,2° 
konstant gehalten wurde. Nach bestimmten Zeiten wurde jeweils ein 
GefaB mit und ein GefaB ohne Uberschichtungsmittel auf den Gehalt 
des Wassers an Sauerstoff hin gepriift. Da bei diesen Bestimmungen 
im Gegensatz zur urspriinglichen Winklerschen Arbeitsweise nicht in 
verschlossenen Wianchen gearbeitet wurde, wurden die Lésungen durch 


1 Zum Prinzip der Methode vergleiche H. Schmaljuss und H. Lindemann, 
diese Zeitschr. 184, 10, 1927. 

2 B. 21, 2843, 1888. Die Methode beruht darauf, da innerhalb der 
Lésung frisch gefalltes Mn(OH), durch den gelésten Sauerstoff zu 
Mn(OH), oxydiert wird. Beim Anséuern mit HCl werden die Reagenzien 
gegen Sauerstoff unempfindlich, und es werden aus zugesetztem KJ dem 
Sauerstoff aquivalente Mengen Jods ausgeschieden. 

® Kocht man 5 Liter Wasser im Rundkolben 30 Minuten lang und 
erniedrigt dann den Druck fiir 1 Minute mit Hilfe einer guten Wasserstrah!- 
pumpe, so enthaélt das Wasser noch 5°, des anfangs vorhanden gewesenen 
Sauerstoffs. Der Anfangssauerstoffgehalt schwankte in den Versuchen 
zwischen 0,137 und 0,182 mg in 250ccem Wasser. Er wurde jeweils be- 
riicksichtigt. 
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vorsichtiges Riihren mit einem Glasstab vermischt. Hierbei kommt es 
ganz besonders darauf an, die Bedingungen in jeder Hinsicht véllig gleich 
zu halten. 

Die Genauigkeit unserer Arbeitsweise, die wir selbstverstandlich 
auch an luftgesattigtem Wasser priiften, ergibt sich aus folgenden 
drei Parallelbestimmungen, bei denen 25cem Benzol (Schichthdhe 
1,36 cm) tibergeschichtet wurden. Die Temperatur betrug 125°. Die 
zuriickgehaltene Menge Sauerstoffs ist in allen Versuchen in Prozenten 
derjenigen Menge Sauerstoffs angegeben, die unter sonst gleichen 
Bedingungen ohne Uberschichtungsmittel aufgenommen wurde. 


Tabelle 


Bestimmung der Fehlergrenze der Methode. 





Zaréckgehaltene Menge Sauerstoffs nach 





Versuch — —E 
10 ‘Stunden 20 Stunden 40 Stunden 
Nr. (100 °/5 = 0,627 mg O,) (100°, = 1,102mg O,) (100 °/5 = 1,717 mg O2) 
1 77,4 % 75,1 % 73,7 % 
2 77,8 % 75.6 %, 73.2% 
3 77.3% 75,3 % 73.4 % 


Alle Uberschichtungsmittel halten den Sauerstoff mehr oder 


minder vom Wasser fern. 


Tabelle II. 


Schutzwirkung verschiedener Uberschichtungsmittel. 





Zurickgehaltene Menge Sauerstoffs n. 20 Stdn. bei 12,5° 


Oberschichtungsmittel Versuchsreibe | Vv qrouchereibe 2 
(100 © 5 = 1,122 mg O) (100° 1,114 mg O,) 
ET big t+ 4 a ae 85,7 % 85,3 %, 
Ce Or er ogra ge 79,3 %, 79,4 % 
ES ee ee 75,5 % 75,2 % 
Ee eae ee ee ee 66,7 °, 66,4 °, 
ERS, EO Se eee eae” 65,2 % 64,5 % 
Re ee 62.6 % 62,8 %, 
Sy eee 26,1 % 25.8 % 
RR oe ie es ee ge wg 24.5% 24.3% 
SS. oa gid so 5 ao 6 &.* 23.9% 24.1% 
»Cumol* (aus Steinkohlenteer) . . 15.9% 16,2 %, 
ee es ee 118% 11,6 % 
CE) ates ie le kg gle ng 7,6 % 7,4% 


Rs as STA Ser ees 45% 44% 
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i 
4 2 sk a Die Tabelle II zeigt im Vergleich den Wir- 
& kungsgrad von 13 Uberschichtungsmitteln bei 
3 | 12.5° und einer Schichthédhe von 1,36 cm, an- 
S | ~~ x geordnet nach abnehmendem Wirkungsgrad. 
& : ; : , 
‘ Schon diese eigenartige Reihenfolge wies 
S auf verwickelte Verhaltnisse hin. An einigen 
= Beispielen wollen wir weiterhin zeigen, wie 
s Zeit, Temperatur und Schichthéhe die Wirkung 
~ ’ . . . ? 
BS AS der Uberschichtungsmittel beeinflussen. 
XS 
S —— 7..: 
fs =~ 1. EinfluB der Zeit. 
S ™“ Selbstverstandlich reiBt die sauerstoff- 
7 empfindliche Lésung anfangs gréBere Mengen 
rs “-*  Sauerstoffs in der Zeiteinheit an sich als spiter, 
ane t wenn ihr Sauerstoffhunger schon nachgelassen 


; » i r y > > > > 
Finflu8 der Zeit auf die Dat. Die Wirkung von Benzol, Phenetol und 
Schutzwirkung von Ubere Tetralin ist in der Abb. 1 graphisch dargestellt. 
schichtungsmitteln. Di K bild ict Lich laB t 
LER Te nO q Ee » 
-—-Bensol. ----Tetralin, Dieses Kurvenbild zeig zugleich, dab unter 
—— Phenetol. Umstianden fiir kiirzere Zeit das eine, fiir 
, = ops > P . 
Die angegebenen Kurven- liingere Zeit das andere Uberschichtungsmittel 
punkte sind Mittelwerte aus ‘ : 
zwei Bestimmungen vorzuziehen ist. 
2. EinfluB der Temperatur. 
Die Kurve, die sich aus der Temperatur und dem prozentualen 
Wirkungsgrad ergibt, besitzt ein stark ausgeprigtes Minimum! (Abb. 2). 





} \ 
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lemperatur 
Abb. 2. 
Einflu8 der Temperatur auf die Schutzwirkung von Uberschichtungsmitteln. 
-——-— Benzol (unterhalb 5° unterkiihlt). ----. Tetralin. Phenetol. 
Die angegeb Kurvenpunkte sind Mittelwerte aus zwei gut tberein- 


stimmenden Bestimmungen. 


1 Diese Erscheinung ist einer weiteren Durcharbeitung wert. 
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3. EinfluB der Schichthdhe. 


Der Einflu8 der Schichthéhe ist auffallig gering (Tabelle ITI). 


Tabelle III. 





Uberschichtungsmittel 





Zuriickgehaltene Menge Sauverstoffs nach 20 Std. bei 12,5° 


Schicht- 
Art Menge | “hohe Versuchsreihe | Versuchsreihe 2 
ccm cm 
Benzol 25 1,3 75.5% 75,2 %, 
(100% = 1,122 mg Og) , (100% 1,114 mg 04) 
50 2.6 75,9 % 75,6 % 
(100 %% 1,105 mg 0.) (100% 1,109 mg Og) 
100 5,2 76,2 % 76,4 % 
(100 °% 1,105mg 0.) (100% 1,109 mg Og) 
Phenetol 25 1,3 26,1 % 25,8 % 
(100% = 1,122 mg 0.) (100% 1,114 mg Og) 
50 2.6 26,5 %, 26,6 % 
(100 % 1105mg O,) (100% 1,109 mg O04) 
100-52 26,8 %, 27,0 % 
(100% = 1,105mg 0,) (100% 1,109 mg Og) 
Tetralin 25 1,3 24,5 % 24.3% 
(100% 1,122mg 0.) (100% = 1,114mg 0x4) 
50 2.6 25,1 % 25,4 %, 
(100 % 1105 mg O,) (100%,= 1,109 mg O,) 
100 5,2 26,3 % 26,4 % 
(100 % 1,105 mg O,) | (100% = 1,109 mg 0,) 


Il. EinfluB der Schichthéhe auf 


die Schutzwirkung von Uberschichtungs- 


mitteln. 
Eintrittsort und -zeit des Sauerstof/s. 


Der geringe EinfluB der Schichthéhe 1labt dab 
Hauptmenge des Sauerstoffs nicht durch das Uberschichtungsmittel 
hindurchtritt, sondern zwischen Glaswand und Uberschichtungsmittel. 
Dies lat sich durch den folgenden Versuch sichtbar machen: 


vermuten, die 


Wird eine ausgekochte Lésung von Pyrogallol mit einer aus- 
gekochten Lisung von Kaliumhydroxyd unter einem ausgekochten 
Uberschichtungsmittel zusammengebracht, so wird das an sich farblose 
Gemisch an denjenigen Stellen tief violett bis braun gefairbt, an denen 
der Sauerstoff eintritt!. Hierbei zeigt sich, daB der Sauerstoff tat- 
sichlich zuerst vorwiegend zwischen Glas und Uberschichtungsmittel 
Denn es entsteht ein scharfer Farbring dort, wo Pyro- 


eindringt?. 
Uberschichtungsmittel Glaswand zusammenstoben 


gallolkali, 


und 


1 H. Schmaljuss und H. Werner, B. 58, 71. 1924. 
2 Wir verzichteten deshalb darauf, die GréBe der Oberflache zu variieren. 
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Dagegen bleibt die tibrige Grenzflache zwischen dem Pyrogallolkali 
und dem Uberschichtungsmittel langere Zeit véllig farblos. 

Diese Methode gestattet zugleich festzustellen, wie lange der 
Sauerstoff von der empfindlichen Lésung durch Uberschichten mit 
einer Fliissigkeit véllig ferngehalten werden kann. Es zeigte sich, dab 
keines der angegebenen Uberschichtungsmittel den Sauerstoff langer 
als 2 Minuten véllig fernhalt. Kiihlt man die Fliissigkeit mit Wasser 
von 0° ab, so verringert sich die Zeit noch betrachtlich. 


Ill. Vélliges Fernhalten des Sauerstoffs durch Uberschichten. 


Es bestehen aber zwei Méglichkeiten, von Lésungen in offenen 
GefaBen den Sauerstoff véllig fernzuhalten. 


1. Fiir Versuche bei niederen Temperaturen empfiehlt es sich, 
die empfindliche Lésung mit einem verfliissigten Cberschichtungs- 
mittel, z. B. Paraffin, zu tiberschichten, das man durch Kiihlung 
moéglichst schnell zum Erstarren bringt. 


2. Fiir Versuche bei héheren Temperaturen versieht man das 
GefaB mit einem RiickfluBkihler und tiberschichtet mit einer Fliissig- 
keit, die bei der betreffenden Temperatur kraftig siedet. Schon eine 
Schichthéhe von 2 mm reicht hierbei aus. 

In beiden Fillen lieB sich der Sauerstoff von einer Pyrogallol- 
kalilésung tagelang' praktisch vollstandig fernhalten. 


Mit Hilfe siedenden Athers konnten wir ferner das Phenylosazon 
des Diacetyls aus einem Kondensat von Formaldehyd? gewinnen, das 
sonst bei Gegenwart von Luftsauerstoff unter dem EinfluB’ gewisser 
Begleitstoffe stets sofort verharzte. 


Zusammenfassung. 
1. Von 13 gepriiften tibergeschichteten Fliissigkeiten war Amyl- 
alkohol am meisten, Anisol am wenigsten geeignet, den Luftsauerstoff 
fernzuhalten. 


2. Unter Umstanden ist fiir kiirzer dauernde Versuche das eine, 
fiir langer dauernde das andere Uberschichtungsmittel giinstiger. 
3. Die Kurve, die sich aus der Temperatur und dem prozentualen 


Wirkungsgrad des Uberschichtungsmittels ergibt, besitzt ein stark 
ausgepragtes Minimum. 


! Die Versuche wurden nach 10 Tagen abgebrochen. Sobald nun dem 
Sauerstoff Zutritt gewahrt wurde, braunten sich die Lésungen schnell. 
2? H. Schmalfuss und H. Barthmeyer, B. 60, 1036, 1927. 
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4. Der Einflu8 der Schichthéhe des Uberschichtungsmittels ist 
auffallig gering. 

5. Der Luftsauerstoff dringt vorwiegend zwischen Glaswand und 
Uberschichtungsmittel ein. nicht durch das Uberschichtungsmittel 
hindurch. Der Weg des Saucrstoffs laBt sich durch eine Farbreaktion 
sichtbar machen. 

6. Der Sauerstoff lieB sich durch die gepriiften iibergeschichteten 
Fliissigkeiten, solange sie nicht stark verdampft wurden, héchstens 
2 Minuten lang véllig fernhalten. 

7. Durch siedende oder geeignete schnell erstarrte Uberschichtungs- 
mittel laBt sich der Sauerstoff dauwernd fernhalten. 
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